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1 EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG 
 
Die Bornasche Krankheit (Borna Disease, BD) ist eine unter dem Bild einer nichteitrigen 
Meningoenzephalomyelitis auftretende, progressiv verlaufende Erkrankung des Zentralnerven-
systems, welche sich bei spontan erkrankten Tieren in Erregungs- und Depressionszuständen, 
Krämpfen und Paralysen äußert. Natürliche Infektionen mit ihrem Erreger, dem BD-Virus 
(BDV), werden vorwiegend beim Pferd und beim Schaf beobachtet. Erkrankte Tiere zeigen 
Verhaltens- und Bewusstseinsstörungen, Zwangsbewegungen und Ataxien. Am Anfang des 
letzten Jahrhunderts verlief die Erkrankung in größeren Seuchenzügen und hatte erhebliche 
wirtschaftliche Bedeutung. In den letzten 40 Jahren ist ein signifikanter Rückgang der Inzidenz 
der BD zu beobachten. Nicht nur die starke Reduktion der Bestände, sondern vor allem die 
veränderte Nutzung der Pferde (vom Arbeits- zum Hobbytier) und bessere Haltungsbedingungen 
mögen dazu beigetragen haben, dass die BD im oben beschriebenen klinischen Sinne inzwischen 
recht selten geworden ist, auch in den ehemals als klassische Verbreitungsgebiete geltenden 
Bundesländern (Sachsen, Sachsen-Anhalt, Thüringen, Hessen, Baden-Württemberg und Bayern). 
Nach wie vor ist die BD aber die bedeutendste virusbedingte Erkrankung des Zentral-
nervensystems bei Pferden in Deutschland. Für einen betroffenen Pferdehalter stellt das Auf-
treten der Erkrankung in vielerlei Hinsicht einen Verlust dar.  
 
Seitdem BDV-Infektionen in verschiedenen Ländern Europas, den USA, Japan und im Mittleren 
Osten nachgewiesen wurden, muss von einer weltweiten Verbreitung des Erregers ausgegangen 
werden. Epidemiologische Daten sprechen dafür, dass die Mehrzahl der Infektionen ohne 
Anzeichen einer klinischen Erkrankung verlaufen. Dabei konnten neben Pferd und Schaf eine 
Vielzahl natürlich infizierter Spezies wie Rind, Hund, Katze, verschiedene Vögel und einige 
Zootiere identifiziert werden. Übertragungswege wie auch möglicherweise als Virusreservoir 
dienende natürliche Wirte sind unbekannt. Experimentelle Infektionen wurden bei Ratten, 
Mäusen, Kaninchen, Hamstern und Rhesusaffen durchgeführt. Sie haben wesentlich zum 
Verständnis der Pathogenese der Erkrankung beigetragen, bei der immunpathologische Prozesse 
eine entscheidende Rolle spielen. Der gehäufte Nachweis BDV-spezifischer Antikörper in Seren 
psychiatrischer Patienten weist auf eine mögliche Rolle des BDV – oder eines ähnlichen Virus – 
bei psychischen Erkrankungen des Menschen hin. In mehreren Untersuchungen wurde BDV-
spezifische RNA im Gehirn einzelner Patienten nachgewiesen, die unter Schizophrenien oder 
bipolaren Depressionen gelitten hatten. Auch über die Isolierung des BDV von solchen Patienten 
wurde berichtet. Nach dem heutigen Kenntnisstand geht man davon aus, dass klinisch 
inapparente Infektionen häufig sind. Noch ist ungeklärt, ob diese bei Mensch und Tier unter 
bestimmten Bedingungen auch zur Auslösung einer klinischen Manifestation führen können. 
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Nicht zuletzt durch die Hinweise, dass BDV-Infektionen beim Menschen vorkommen können, 
erlangte die epidemiologische Erfassung von BDV-Infektionen bei natürlich infizierten Tieren 
und beim Menschen im Rahmen der Klärung von Übertragung, Ausbreitung und Verbreitung 
dieser Infektion eine besondere Bedeutung. Neben der post mortem erfolgenden Diagnose, die in 
den meisten Fällen der Bestätigung der klinischen Diagnose dient, liegt nun der Schwerpunkt auf 
der Entwicklung und Validierung von Methoden zum Nachweis einer BDV-Infektion intra vitam, 
beim Menschen vor allem im Hinblick auf einen Zusammenhang zwischen einer BDV-Infektion 
und bekannten neurologischen bzw. psychiatrischen Erkrankungen. 
 
Die vorliegende Arbeit sollte unter Anwendung moderner molekularbiologischer und immuno-
logischer Methoden zur weiteren Klärung der Mechanismen der natürlichen Infektion und der 
Pathogenese der BD beitragen. Die räumliche Nähe der Veterinärmedizinischen Fakultät der 
Universität Leipzig zu den mitteldeutschen Endemiegebieten und die Organisation einer guten 
Zusammenarbeit mit den praktizierenden Tierärzten und Tierhaltern waren günstige Voraus-
setzungen für dieses Vorhaben. Schwerpunkt der Arbeit war einerseits die Untersuchung des 
Vorhandenseins des Virus in verschiedenen Organen im natürlich an BD erkrankten Tier, welche 
weitere Hinweise über Eintrittspforte, Ausbreitungsweg und Möglichkeiten der Virusaus-
scheidung und -übertragung liefern sollte. Andererseits sollten klinisch unauffällige Tiere aus 
Borna-Problembeständen über einen längeren Zeitraum hinsichtlich einer subklinischen BDV-
Infektion untersucht werden. Dazu sollten verschiedene Methoden des Erregernachweises (RT-
PCR, Antigennachweis und Virusisolierung) und des Antiköpernachweises (indirekter Immun-
fluoreszenztest, verschiedene ELISA-Systeme) etabliert und miteinander verglichen werden. 
Derartige Prävalenzstudien und Verlaufsuntersuchungen sollten einen Einblick in die Dynamik 
diagnostischer Befunde bei einer persistierenden Infektion geben. Durch eine große Anzahl an 
Probanden und einen langen Untersuchungszeitraum sollten deren Aussagekraft und Wertigkeit 
(positiver/negativer Vorhersagewert) ermittelt werden, um – zusammen mit der klinischen 
Untersuchung – die Diagnose intra vitam zu sichern und eventuell auch prognostische Aussagen 
zu machen.  
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2 LITERATURÜBERSICHT 
 
2.1  GESCHICHTE 
 
Die Bornasche Krankheit ist eine der ältesten bekannten Virusinfektionen der Haustiere 
in Deutschland, besonders der Pferde. Die erste Beschreibung klinischer Symptome, die denen 
der Bornasche Krankheit sehr ähneln, geht auf VON SIND zurück, der 1767 in seinem Buch 
„Der im Feld und auf der Reise geschwind heilende Pferdearzt“ von der „Kopfkrankheit“ spricht 
(DÜRRWALD u. LUDWIG, 1997). 1823 berichtet AUTENRIETH, dass zwei Drittel der Pferde 
auf der Schwäbischen Alb an der „hitzigen Kopfkrankheit“ gestorben seien. 1858 erarbeitet 
WÖRZ eine Schrift „Über die halbakute Gehirnentzündung oder Kopfkrankheit der Pferde“. 
Entsprechende Krankheitsbilder waren insbesondere in Bayern und Baden Württemberg weit 
verbreitet und wurden mit einer Vielzahl von Namen belegt wie beispielsweise Encephalomyelitis 
enzootica, epidemische Genickstarre, Kopfkrankheit oder Hirnwuth. Die ersten zuverlässigen 
Informationen über das Auftreten der Bornaschen Krankheit sind den „Berichten über das 
Veterinärwesen im Königreich Sachsen“ zu entnehmen. DINTER (1879) berichtet über das 
erstmalige Vorkommen einer „subakuten Meningitis“ bei vier Pferden in der Gegend um 
Zwickau im Jahr 1878. 1879 wird von 150 erkrankten Pferden in Zwickau, Plauen und Auerbach 
berichtet. Aus dieser Zeit stammen auch die Bezeichnungen „Cerebrospinalmeningitis 
epidemica“ oder „Meningitis cerebrospinalis“. In den Jahren 1884 bis 1886 wurde die 
Cerebrospinalmeningitis im Südwesten Sachsens seuchenhaft und hatte die Tendenz, sich nach 
Norden auszubreiten. Nach WALTHER (1896, 1897, 1899) kam sie in der Gegend um die 
‚Amthauptmannschaft’ Borna vor 1890 nur vereinzelt vor. Aber in den Jahren 1894 bis 1896 
nahm sie hier ebenfalls einen seuchenhaften Charakter an. 1895 erlagen im Kreis Borna, im 
Raum Leipzig und in den Kreisen Merseburg, Weißenfels und Delitzsch mehrere Hundert Pferde 
der Krankheit. In dieser Zeit setzte sich schließlich die von Landwirten und praktizierenden 
Tierärzten in Sachsen geprägte Bezeichnung „Bornasche Krankheit“ durch. Da aber das 
Krankheitsbild 100 Jahre vorher bereits in Bayern und Württemberg beschrieben worden war, 
galt die Bezeichnung „Bornasche Krankheit“ als historisch nicht begründet und wurde in 
Fachkreisen kontrovers diskutiert (SIEDAMGROTZKY, 1898). Erst im 20. Jahrhundert wurde 
dieser Name auch von den Wissenschaftlern anerkannt. In der internationalen Fachliteratur ist  
die englische Bezeichnung „Borna disease“ (BD) gebräuchlich. 
 
Um die Jahrhundertwende befassten sich umfangreiche Arbeiten vor allem mit der 
Untersuchung der klinischen Symptomatik, der Suche nach möglichen Ursachen und ersten 
Therapieversuchen (SIEDAMGROTZKY u. SCHLEGEL, 1896; SCHMIDT, 1912; VON 
Kapitel 2  Literaturübersicht 
 4
OSTERTAG, 1924). Durch die histologische Untersuchung konnte DEXLER (1900) nach-
weisen, dass bei der BD entzündliche Veränderungen im ZNS auftreten. Aber erst JOEST und 
sein Student DEGEN (1909, 1911) charakterisierten die BD als eine disseminierte nichtreitrige 
Encephalomyelitis vom lymphozytären Typ mit Bevorzugung der grauen Substanz, bei der in den 
Ganglienzellen intranukleäre Einschlusskörperchen (Joest-Degensche Körperchen) zu finden 
sind. Erste Berichte der BD der Schafe finden sich in den Aufzeichnungen des Veterinärwesen 
des Königreiches Sachsens Ende des 19. Jahrhunderts (PRIETSCH, 1896; WALTHER, 1899). 
BECK und FROHBÖSE (1926) gelang erstmals die Übertragung der Infektion von erkrankten 
Schafen auf Kaninchen und Meerschweinchen. Aus der Klinik, die diese Tierarten entwickelten, 
schlossen sie, dass es sich bei Pferden und Schafen um die gleiche Erkrankung handelte. 
 
Um die Jahrhundertwende sahen verschiedene Autoren zunächst Kokken als ätio-
logisches Agens an (JOHNE, 1897; VON OSTERTAG, 1900). Bereits 1911 vermuteten jedoch 
JOEST und DEGEN aufgrund der pathohistologischen Befunde eine Virusinfektion als Krank-
heitsursache. Die Virusätiologie wurde durch die Übertragung filtrierten Gehirnmaterials eines an 
BD erkrankten Pferdes auf Kaninchen (ZWICK u. SEIFRIED, 1925) und die Rückübertragung 
auf das Pferd (ZWICK et al., 1927) bewiesen. In den folgenden Jahrzehnten waren weitere 
Meilensteine in der Erforschung der BD die Entdeckung des komplementbindenden, löslichen 
(soluble, s-) Antigens im Gehirn sowie komplementbindender Antikörper (Ak) im Serum und 
Liquor cerebrospinalis infizierter Tiere (VON SPROCKHOFF, 1954a, b; VON SPROCKHOFF 
u. NITZSCHKE, 1955), sowie die Züchtung des BDV im bebrüteten Hühnerei (NITZSCHKE 
u. ROTT, 1957), die Adaptation des Virus an die Ratte (NITZSCHKE, 1963), die Vermehrung 
des BDV in verschiedenen Zellkulturen (MAYR u. DANNER, 1972a, b) und die Aufklärung der 
Sequenz- und Genomorganisation des BDV (BRIESE et al., 1994; CUBITT et al., 1994). 
 
2.2 DAS BORNA DISEASE VIRUS (BDV) 
 
Beim BDV handelt es sich um ein ca. 70-130 nm großes, sphärisches, behülltes Partikel 
(GONZALEZ-DUNIA et al., 1997b; KOHNO et al., 1999; ZIMMERMANN et al., 1994a), 
welches erst in jüngerer Zeit klassifiziert wurde. Eine Besonderheit des BDV ist die für ein Virus 
mit einer RNA als Genom ungewöhnliche Replikation und Transkription im Zellkern mit einer 
sehr komplexen Regulation der Gen-Expression. Das BDV verkörpert daher den Prototyp der 
neu geschaffenen Familie Bornaviridae, die neben den Familien der Filoviridae, Paramyxoviridae und 
Rhabdoviridae zur Ordnung der Mononegavirales gezählt wird (PRINGLE, 1996).  
Die Membranhülle der infektiösen Partikel der Bornaviren umgibt einen helikalen Ribo-
nukleoproteinkomplex, der etwa 60 nm misst, wie elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen.  
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2.2.1 ERREGEREIGENSCHAFTEN 
Neben der Bestimmung der wichtigsten Merkmale des Erregers, die in Tab. 1 
zusammengefasst sind, wurde sehr früh mit der biologischen Charakterisierung des Virus 
begonnen. Das BDV ist ein nicht zytolytisches, hoch neurotropes Virus. Es vermehrt sich v. a. 
im zentralen und peripheren Nervensystem. Neurone und Astrozyten sind die Zielzellen des 
BDV. Aber auch Oligodendrozyten, Ependymzellen und Schwannsche Zellen können infiziert 
werden (CARBONE et al., 1989, 1991; LUDWIG et al., 1988; ROTT u. BECHT, 1995). Über 
zentrifugale axonale Ausbreitung des BDV sind selbst extradermale Zellen infizierbar. Das Virus 
konnte außerdem in mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC) nachgewiesen werden 
(HATALSKI et al., 1997; RICHT et al., 1997; SIERRA-HONIGMANN et al., 1993; 
VAHLENKAMP et al., 2000). 
BDV lässt sich auf vielen Zelllinien durch Kokultivierung infizierter nervaler Zellen oder durch 
Inokulation von Gehirnhomogenaten infizierter Tiere anzüchten (ROTT u. BECHT, 1995). In 
allen bekannten Versuchen wurden allerdings keine nennenswerten Mengen an extrazellulärem, 
zellfreiem Virus und nur eine niedrige zellassoziierte Infektiösität (0,01-0,1 infektiöse 
Einheiten/Zelle) erreicht (KISHI et al., 2002). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Tabelle 1: Physikochemische Eigenschaften des BDV
Parameter BDV Referenz
Größe Filtration: 80-125 nm ELFORD u. GALLOWAY, 1933
Elektronenmikroskopie: 
70-130 nm
COMPANS et al., 1994                    
ZIMMERMANN et al., 1994a               
GONZALES-DUNIA et al., 1997b  
KOHNO et al., 1999
Dichte in CsCl 1,16-1,22 g/ml DANNER u. MAYR, 1979                
VON RHEINBABEN, 1990                 
RICHT et al., 1993a
Dichte in Saccharose 1,22 g/ml PAULI u. LUDWIG, 1985
Stabilität gegenüber
- Chloroform und Ether: labil ZWICK, 1939                                    
HEINIG, 1969                                      
DANNER u. MAYR, 1979
- Hitze (56 °C, 30 min): labil ZWICK et al., 1927                             
DANNER, 1982
- Kälte (4 °C): stabil DANNER, 1982
- pH 3: labil HEINIG, 1955
- UV-Strahlen: sehr labil HEINIG, 1955, 1956
- Trocknung: stabil über Jahre ELFORD u. GALLOWAY, 1933       
DANNER, 1982
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2.2.2 GENOMORGANISATION 
BDV besitzt ein unsegmentiertes, einzelsträngiges RNA-Genom negativer Polarität mit 
einer Größe von ca. 8.9 kb (BRIESE et al., 1994; CUBITT et al., 1994). Extracistronische 
Sequenzen finden sich am 3’- („leader region“) und am 5’-Ende („trailer region“). Die kodierende 
Region gliedert sich in sechs offene Leserahmen (ORF) (DE LA TORRE, 1994; 
SCHNEEMANN et al., 1995). Die Anordnung der ORFs in 3’-5’ Richtung ist in Abb. 1 
dargestellt.  
 
 
 
 
 
 
Der erste ORF kodiert für das Nukleoprotein (N). N bindet an andere virale Proteine und ist ein 
wichtiger Bestandteil des Ribonukleoproteinkomplexes (RNP-Komplex), obwohl eine Inter-
aktion zwischen N und dem viralen Genom bisher noch nicht direkt gezeigt wurde. Es hat zwei 
Isoformen mit Molekulargewichten von 38 und 40 kDa (p38/40). Diese beiden Formen könnten 
über zwei verschiedene mRNAs kodiert werden (PYPER u. GARTNER, 1997) oder aber durch 
die Nutzung zweier verschiedener Initiationscodons entstehen, die sich im gleichen Leserahmen 
befinden (GONZALEZ-DUNIA et al., 1997a). Die funktionelle Bedeutung dieser Isoformen ist 
bisher unklar. Allerdings fehlt dem p38 das Kernlokalisationssignal (NLS), welches sich im N-
Terminus des p40 befindet. Trotzdem ist das p38 im Nukleus infizierter Zellen nachweisbar, was 
darauf hindeutet, dass es durch Interaktion mit anderen viralen Proteinen in den Zellkern gelangt. 
KOBAYASHI et al. (2001) zeigten, dass N auch ein Kernexportsignal (NES) besitzt, welches 
durch die Koexpression des Phosphoproteins blockiert wird. Das Nukleoprotein scheint also für 
den nukleozytoplasmatischen Transport der BDV-RNP-Komplexe von Bedeutung zu sein. 
Der zweite ORF kodiert für ein Phosphoprotein (P) mit einem Molekulargewicht von 24 kDa 
(p24). In Analogie zu anderen unsegmentierten, einzelsträngigen RNA-Viren negativer Polarität 
(NNS-RNA-Viren) nimmt es wahrscheinlich die Funktion eines Transkriptionsfaktors wahr 
(SCHWEMMLE et al., 1998). P interagiert mit sich selbst, mit N und mit einem als X 
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 Basen
3´ 5´
p40 p24 p16 p180
p56p10
ORF I ORF II ORF III ORF V
ORF IVORF x1
Abbildung 1: Genomorganisation des BDV
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bezeichneten Protein. Es wird aufgrund seines NLS zusammen mit den gebundenen viralen 
Proteinen in den Zellkern transportiert.  
Durch die Nutzung eines weiteren Leserahmens, der den ORF II überlappt (ORF x1), wird die 
genetische Information für eine Virusprotein (X) mit einem Molekulargewicht von 10 kDa (p10) 
abgelesen. X gelangt in Bindung an N und P (WOLFF et al., 2000) in den Nukleus und fungiert 
vermutlich als Kofaktor für die virale Polymerase (TOMONAGA et al., 2002). 
ORF III kodiert für ein 16 kDa-Protein (p16), das nach posttranslationaler Glykosylierung ein 
Molekulargewicht von 18 kDa (gp18) besitzt (KLICHE et al., 1994). In Anlehnung an die 
Organisation verwandter NNS-RNA-Viren wird seine Funktion als Matrixprotein (M) diskutiert. 
Gegen das M-Protein gerichtete Antikörper haben eine neutralisierende Wirkung (HATALSKI et 
al., 1995). Demnach scheint M auf der Oberfläche der Virushülle vorzukommen. Andererseits 
kann diese neutralisierende Aktivität auch direkt gegen den mit BDV M assoziierten RNP-
Komplex gerichtet sein, der von Zelle zu Zelle übertragen wird (PYPER et al., 1998). Eine 
derartige Zell-zu-Zell-Ausbreitung infektiöser Partikel wird auch bei anderen NNS-RNA-Viren, 
wie z. B. dem Masernvirus, beobachtet. Für das M-Protein von Rhabdoviren gibt es deutliche 
Hinweise darauf, dass die Interaktion von M und RNP zu einer Herabregulierung der viralen 
Transkription führt, die in einem Zusammenhang mit der Vorbereitung des RNP Komplexes für 
den Prozess des „buddings“ gesehen werden kann. 
Der folgende ORF IV kodiert für das Glykoprotein (G) mit einem Molekulargewicht von 56 kDa 
(p56). In infizierten Zellen kommen zwei glykosylierte Formen dieses Proteins mit Molekular-
gewichten von 94 kDa (gp94) und 43 kDa (gp43) vor, wobei das gp43 dem C-terminalen Teil des 
gp94 entspricht und wahrscheinlich nach proteolytischer Spaltung durch Furin entsteht (RICHT 
et al., 1998). Untersuchungen zeigten, dass gp94 im endoplasmatischen Retikulum akkumu-liert, 
während gp43 die Zelloberfläche erreicht (GONZALEZ-DUNIA et al., 1997b). Das G-Protein 
induziert ebenfalls neutralisierende Ak und ist bedeutend für den Viruseintritt in die Zelle. So 
vermittelt gp94 die Virusanheftung an zelluläre Oberflächenrezeptoren, während gp43 beim 
Viruseintritt über pH-abhängige Endozytose eine wichtige Rolle spielt. 
Der ORF V enthält die genetische Information für ein Protein mit einem vorausgesagten 
Molekulargewicht von 180 kDa (p180). Aufgrund der Größe seiner Nukleotidsequenz und der 
Nukleotidsequenzmotive gleicht dieser Genomabschnitt den Genen, die bei NNS-RNA-Viren 
für das „large protein“ (L) – die viruseigene RNA-abhängige RNA-Polymerase – kodieren 
(BRIESE et al., 1994; CUBITT et al., 1994). L gelangt über die Bindung an P in den Zellkern 
(WALKER et al., 2000). 
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2.3  NATÜRLICHE INFEKTION 
 
Die Bornasche Krankheit tritt vor allem bei Pferden und Schafen auf und kommt 
hauptsächlich in Deutschland, der Schweiz, Österreich und im Fürstentum Liechtenstein vor 
(CAPLAZI et al., 1999; DÜRRWALD, 1993; HERZOG et al., 1994; METZLER et al., 1976, 
1979b; NOWOTNY et al., 2000; SUCHY et al., 1997, 2000; WAELCHLI et al., 1985; 
WEISSENBÖCK et al., 1998b). Außerdem gibt es Berichte, wonach auch Pferde aus Schweden 
(BERG et al., 1999) und Japan (TANIYAMA et al., 2001) an BD erkrankten.  
Die BD besitzt einen ausgesprochen endemischen Charakter und wurde früher als 
"Bodenseuche" (SCHMIDT, 1952) bezeichnet. In Deutschland wird sie regelmäßig in Sachsen-
Anhalt, Thüringen, Sachsen, Bayern, Hessen und Baden-Württemberg beobachtet (DANNER, 
1982; HEINIG, 1969). Es konnten auch Erkrankungsfälle in Schleswig-Holstein (LANGE et al., 
1987) und im Saarland (DIECKHÖFER et al., 2004) diagnostiziert werden. 
Des Weiteren wurden BDV-spezifische Ak bei Pferden in verschiedenen Regionen Europas, in 
Israel (HERZOG et al., 1994; RICHT et al., 1994), Japan (NAKAMURA et al., 1995), Iran 
(BAHMANI et al., 1996) und den USA (KAO et al., 1993) nachgewiesen. In den meisten Fällen 
wurden BDV-spezifische Ak in klinisch gesunden Tieren gefunden (BECHT u. RICHT, 1996; 
HERZOG et al., 1994; RICHT et al., 1994), so dass davon auszugehen ist, dass die natürliche 
Infektion des Pferdes meist subklinisch verläuft. 
Natürliche Infektionen wurden ebenfalls bei Kaninchen (JOHANNSEN u. BERGMANN, 1971; 
METZLER et al., 1978), Rindern (CAPLAZI et al., 1994, HAGIWARA, 1996; NICOLAU u. 
GALLOWAY, 1928), Ziegen (HÜTTL, 1959; IHLENBURG, 1962), Alpakas und Lamas 
(ALTMANN et al., 1976; DÜRRWALD, 1993; SCHÜPPEL et al., 1994), Rehen (ERNST u. 
HAHN, 1927), Hunden (OKAMOTO et al., 2002; WEISSENBÖCK et al., 1998a), 
Zwergflußpferden und Zweifingerfaultieren (SCHÜPPEL et al., 1994), Füchsen (DAUPHIN et 
al., 2001), Luchsen (DEGIORGIS et al., 2000), beim Strauß (MALKINSON et al., 1993) und 
auch bei Dohlen und Stockenten (BERG et al. 2001) beobachtet. Außerdem scheint eine BDV-
Infektion der durch neurologische Ausfälle gekennzeichneten "Staggering disease" der Katzen 
ursächlich zugrunde zu liegen (JOHANSSON et al., 2002; LUNDGREN et al., 1995a, b; 
LUNDGREN u. LUDWIG, 1993; ZIMMERMANN et al., 1994b). BDV-Infektionen der 
Katzen wurden bereits in Schweden, Österreich, der Schweiz, in Großbritannien, Japan und in 
Deutschland nachgewiesen (BORNAND et al., 1998; HUEBNER et al., 2001; LUNDGREN et 
al., 1995a, b; NAKAMURA et al., 1999; NOWOTNY u. WEISSENBÖCK, 1995; REEVES et 
al., 1998). Ein breites Spektrum experimentell infizierbarer Spezies ist seit längerem bekannt. 
Aber auch die Anzahl der mit modernen Untersuchungsmethoden erfassten natürlichen Wirte 
Kapitel 2  Literaturübersicht 
 9
wird immer größer. Es ist also davon auszugehen, dass das BDV bzw. BDV-ähnliche Erreger 
weiter verbreitet sind als bisher angenommen wird. 
Über die Art der Virusübertragung bei der natürlichen Infektion besteht nach wie vor keine 
Gewissheit. Vermutlich wird das Virus über Speichel, Tränenflüssigkeit oder über Nasensekret 
übertragen. Diese Annahme wird durch den Nachweis BDV-spezifischer RNA in diesen 
Sekreten (HERZOG et al., 1994; RICHT et al., 1993) erhärtet. Die Tiere infizieren sich 
wahrscheinlich durch direkten Kontakt oder über kontaminiertes Futter bzw. Wasser. Durch den 
Nachweis virusspezifischer RNA sowie des BDV-Antigens (Ag) in der Harnblasenwand und in 
der Niere natürlich infizierter Tiere (BODE et al., 1994b; LEBELT, 1995) kann auch eine 
Ausscheidung des Virus über den Harn nicht ausgeschlossen werden. Schon ZWICK et al. (1932) 
konnten durch die intrazerebrale und intramuskuläre Übertragung von Harn infizierter 
Kaninchen auf weitere Kaninchen die Existenz von infektiösem Virus im Harn zeigen. 
Die klinische Manifestation und die pathologischen Befunde bei natürlich infizierten Pferden und 
Schafen ähneln sich sehr. Allerdings können in Schafherden mitunter sehr viele Tiere erkranken 
(HEINIG, 1969; METZLER et al., 1976), während es sich beim Pferd in der Regel um eine 
Einzeltiererkrankung handelt. Nach frühestens vier Wochen zeigen Schafe und Pferde erste 
unspezifische Symptome wie Hyperthermie, Anorexie, Kolik und Konstipationen. In der akuten 
Phase stehen neurologische Ausfälle (Ataxien, Depressionen, Kreisbewegung, Anstossen gegen 
Hindernisse, Einnehmen unphysiologischer Stellungen, Paralysen, "Pfeifenrauchen") als Folgen 
einer nonpurulenten Meningoencephalomyelitis im Vordergrund. Die Krankheit dauert im 
allgemeinen eine bis drei Wochen an. Pferde zeigen eine Mortalität von 80-100% (HEINIG, 
1969; LUDWIG et al., 1985; ROTT u. BECHT, 1995), bei Schafen beträgt sie mindestens 50% 
(ROTT u. BECHT, 1995). Gelegentlich kann eine spontane Verbesserung der klinischen 
Symptomatik oder ein rekurrierender Verlauf der Erkrankung auftreten, trotz Persistenz des 
Virus im ZNS (GOERTTLER, 1941; GRABNER u. FISCHER, 1991; DANNER, 1982; MAYR 
u. DANNER, 1974; SCHMIDT, 1912). 
Das natürliche Virusreservoir konnte bisher noch nicht identifiziert werden (STAEHELI et al., 
2000). Jedoch tritt die BD meist im Frühjahr und Frühsommer auf und wird in manchen Jahren 
häufiger beobachtet als in anderen (saisonale und säkulare Dynamik). Deshalb werden Insekten 
als potentielle Vektoren diskutiert (ROTT u. BECHT, 1995). Zecken sollen z. B. an der 
Übertragung einer der BD sehr ähnlichen Erkrankung im Nahen Osten beteiligt sein – der 
equinen Enzephalomyelitis (DAUBNEY u. MAHLAU, 1967). Allerdings wurde noch nie über 
einen Nachweis von BDV in Insekten oder auch Zecken berichtet. Des Weiteren kommen 
Schadnager (STAEHELI et al., 2000) und andere klinisch inapparent infizierte Tiere wie z. B. 
auch bestimmte Wildvögel (BERG et al., 2001) als mögliche Ansteckungsquelle in Frage. 
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2.4  EXPERIMENTELLE INFEKTION 
 
Eine Vielzahl an Spezies ist auch experimentell infizierbar. Das Spektrum reicht dabei 
von Hühnern bis zu nicht humanen Primaten (BECHT u. RICHT, 1996; LUDWIG et al., 1985; 
RICHT et al., 1992; ROTT u. BECHT, 1995; ZWICK, 1939). Das pathohistologische Bild 
entspricht dem der natürlichen Infektion. Die Inkubationszeit wie auch die klinische Sympto-
matik sind abhängig von der Tierart und vom verwendeten Virusstamm. So entwickeln bestimm-
te Tierarten wie Hamster, Mäuse, Frettchen und Tauben (ENBERGS et al., 2001; HEINIG, 
1969; OKAMOTO et al., 2003; RICHT et al., 1992; ROTT u. BECHT, 1995; ZWICK, 1939) 
selbst nach intracerebraler (i. c.) Inokulation keine Klinik. HAUSMANN et al. (1999) gelang es 
jedoch, eine Enzephalitis und neurologische Symptome durch die periphere Inokulation von  
rekombinantem BDV p40 in persistent infizierten Mäusen auszulösen. Schafe und Ziegen 
scheinen für eine i. c. Infektion weniger empfänglich zu sein als das Pferd (ROTT u. BECHT, 
1995). Die experimentelle Infektion des Rindes gelang ZWICK (1939) nicht. MATTHIAS (1958) 
konnte allerdings durch anschließende Injektion pyrogener E. coli den Ausbruch der BD bei 
Kälbern provozieren.  
Das Kaninchen galt seit den grundlegenden Versuchen von ZWICK u. SEIFRIED (1925) als das 
Versuchstier der Wahl. Nach einer Inkubationszeit von drei bis vier Wochen zeigen die Tiere 
Anzeichen von Depression, Ermüdung und Unaufmerksamkeit. Später dominieren Somnolenz, 
Paralyse der Beine, Anorexie, Abmagerung und Schwäche das klinische Bild. Letztendlich fallen 
die Tiere ins Koma und sterben. Außerdem führt die Infektion zum Verlust der Stäbchen und 
Zapfen in der Retina, was Blindheit verursacht (KREY et al., 1979). Die akute Phase der 
Krankheit dauert acht bis 14 Tage. Das Meerschweinchen ist weniger empfänglich als das 
Kaninchen (ZWICK u. SEIFRIED, 1925). Die Inkubationszeit ist sehr variabel und reicht von 
19 bis 373 Tagen. Auch die Krankheitssymptome entwickeln sich langsamer. In den Seren 
erkrankter oder auch asymptomatisch infizierter Meerschweinchen können Ak nachgewiesen 
werden (VON SPROCKHOFF, 1957). Hühner sind äußerst empfänglich für die BD (ZWICK et 
al., 1927). Nach einer Inkubationszeit von mehr als 18 Monaten zeigen die Tiere anfangs 
unkoordinierte Bewegungen. Später sind sie paralysiert und magern ab. Affen (Makaken) 
erkranken nach i. c., intra nasaler (i. n.), subduraler oder wiederholt subcutaner Inokulation nach 
einer Inkubationszeit von vier bis acht Wochen (ZWICK et al., 1928). Das klinische Bild ähnelt 
dem der Kaninchen. Spitzhörnchen (Tupaia glis), die phylogenetisch die Wurzel der Primaten 
darstellen, entwickeln eine langandauernde, persistent produktive Infektion des ZNS. Diese 
äußert sich in einer ungewöhnlichen Klinik mit Störungen des Sozialverhaltens und Störungen 
bei der Aufzucht der Jungen (SPRANKEL et al., 1978). 
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Bei Ratten ist die Äußerung einer BDV-Infektion abhängig vom Genotyp des Wirtstieres und 
vom inokulierten Virusstamm. So zeigen Schwarzkappenratten trotz Persistenz des Virus im 
ZNS keine klinischen Symptome oder Entzündungsreaktionen im Gehirn nach i. c. Infektion 
(HERZOG et al., 1991). Wistarratten dagegen entwickeln nach i. c. bzw. i. n. Infektion ein 
klinisches Bild, wenn auch nicht regelmäßig. Auch schwankt bei ihnen die Inkubationszeit stark 
und kann bis zu einem Jahr andauern (NITZSCHKE, 1963). Lewisratten zeigen dagegen eine 
hohe Empfänglichkeit für die BDV-Infektion und werden deshalb oft für Pathogenesestudien 
genutzt (NARAYAN et al., 1983a). Die Inkubationszeit beträgt bei ihnen durchschnittlich 14 
Tage. Bei immunkompetenten Ratten wird ein biphasischer Krankheitsverlauf mit Hyperaktivität, 
Aggressivität und Ataxien in der akuten Phase beobachtet. Nach zwei bis drei Wochen schließt 
sich die chronische Phase an, die durch starke Teilnahmslosigkeit, fortschreitende Ataxien, 
Paresen und Paralysen gekennzeichnet ist (NARAYAN et al., 1983a, b; HIRANO et al., 1983; 
KAO, 1985). 
 
2.5 BDV-INFEKTION DES MENSCHEN 
 
Die BDV-Infektion des Menschen wird bis heute kontrovers diskutiert. Das breite 
Wirtsspektrum wie auch die beobachteten Verhaltensänderungen in experimentell infizierten 
Tieren warfen in den späten 70er Jahren die Frage auf, ob BDV auch an der Pathogenese neuro-
psychiatrischer Erkrankungen des Menschen beteiligt sein könnte. Im Jahr 1985 fanden 
AMSTERDAM et al. und ROTT et al. mittels IIFT in Seren psychiatrischer Patienten BDV-
spezifische Ak, nicht jedoch bei gesunden Menschen. In den 90iger Jahren wurden diese 
Ergebnisse von vielen Studien mit unterschiedlichen serologischen Techniken bestätigt (BODE 
et al., 1992; FU et al., 1993; RIEGEL, 1990; ROTT et al., 1991; VANDEWOUDE et al., 1990). 
Es gelang auch der Nachweis BDV-spezifischer Ak bei Patienten mit neurologischen Ausfällen 
wie z. B. bei der Multiplen Sklerose. Die Antikörpertiter sind sehr niedrig und die Seroprävalenz 
unterscheidet sich nach den Ergebnissen der einzelnen Laboratorien erheblich. Ein Ringversuch 
zwischen Laboratorien aus Deutschland und Österreich ergab bei der Untersuchung humaner 
Seren größere Diskrepanzen als sie bei der Untersuchung tierische Seren auftraten (NÜBLING et 
al., 1999). Außerdem zeigen menschliche Serumantikörper nur eine geringe Avidität zu den 
BDV-Antigenen, was eher auf eine unspezifische Reaktion als auf eine spezifische Antigen-
Antikörper-Reaktion schließen lässt (ALLMANG et al., 2001). 
Mit sehr sensitiven nested RT-PCR Methoden fand man BDV RNA in PBMCs zu 2-50% in 
psychiatrischen Patienten und zu 0-5% in gesunden Kontrollgruppen (BODE et al., 1995; 
IKATA-YI et al., 1996; KISHI et al., 1995a, b; SAUDER et al., 1996). Doch auch diese 
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Ergebnisse konnten von vielen Arbeitsgruppen nicht bestätigt werden (KIM et al., 1999; LIEB et 
al., 1997) und wurden als mögliche Kontaminationen diskutiert. 
BDV-Ag und/oder RNA wurden in Gehirnproben von psychisch erkrankten wie auch von 
gesunden Menschen detektiert. DE LA TORRE et al. (1996a) wiesen BDV-spezifisches Ag und 
RNA in drei psychiatrischen Patienten mittels Immunhistochemie (IHC), nested RT-PCR und in 
situ Hybridisierung (ISH) nach. Bis heute gibt es mehrere Berichte über die Isolierung von 
infektiösem BDV aus menschlichen Blutproben (BODE et al., 1996; DE LA TORRE et al., 
1996a; PLANZ et al., 1999) oder aus Gehirnmaterial psychiatrischer Patienten (NAKAMURA et 
al., 2000). Die Validierung der Isolierung infektiöser BDV erfolgte in verschiedenen Laboratorien 
in Japan und den USA mit diversen Techniken. Trotzdem wird die Existenz eines "humanen" 
BDV-Isolates in Frage gestellt, da die Sequenzen dieser Isolate stark mit denen der Laborstämme 
übereinstimmen (SCHWEMMLE et al., 1999).  
Es besteht Konsens darüber, dass BDV oder ein ähnliches Virus den Menschen infizieren kann. 
Ob allerdings BDV ursächlich an neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen des 
Menschen beteiligt ist, bleibt bis heute ungeklärt. 
 
2.6 PATHOGENESE 
 
2.6.1 NEUROINVASION UND AUSBREITUNG DES BDV 
Es wird heute allgemein angenommen, dass die Nase und das olfaktorische Neuroepithel 
die Haupteintrittspforte für eine BDV-Infektion darstellen. Nach einer initialen lokalen 
Vermehrung in den Neuronen am Eintrittsort wandert das Virus intraaxonal in das ZNS (; 
ROTT u. BECHT, 1995). Dort breitet es sich über den Bulbus olfactorius im gesamten Gehirn 
aus, wobei es sich bevorzugt im limbischen System vermehrt. Reife Viruspartikel sind während 
der Virusausbreitung innerhalb des ZNS nicht nachweisbar, was vermuten lässt, dass sich das 
Virus ähnlich wie Rhabdoviren in Form der RNP-Komplexe weiter ausbreitet (CUBITT u. DE 
LA TORRE, 1994; GOSZTONYI et al., 1993). Der genaue Aufbau des RNP-Komplexes ist 
nicht bekannt. In Analogie zu den anderen Vertretern der Mononegavirales wird vermutet, dass er 
aus dem Nukleoprotein, dem Phosphoprotein, dem X-Protein, der genomischen RNA und der 
viruseigenen RNA-abhängigen RNA-Polymerase besteht. Er bildet die kleinste infektiöse Einheit 
des BDV (CUBITT u. DE LA TORRE, 1994). Im Spätstadium der Infektion wandert das Virus 
zentrifugal, wahrscheinlich über anterograden axonalen Transport (CARBONE et al., 1987; 
ROTT u. BECHT, 1995), und ist schließlich in den peripheren Nerven aller Gewebe und Organe 
nachweisbar. 
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2.6.2 VERTEILUNG DER IMMUNZELLEN BEI DER BD 
Das Vorkommen zellulärer Infiltrate im Gehirn BDV-infizierter Tiere stellte einen 
Eckstein dar für die Erforschung der zellulären Immunantwort nach einer BDV-Infektion und 
insbesondere der Konsequenzen dieser Immunantwort für den Krankheitsausbruch. Obwohl 
schon früh bei histologischen Untersuchungen perivaskuläre und parenchymale Infiltrate 
beobachtet worden waren, blieb deren Bedeutung zunächst unklar. Erst NARAYAN et al. 
(1983b) stellten einen Bezug der histologischen Veränderungen zum Auftreten klinischer 
Symptome her. Somit war der Startpunkt für Untersuchungen der Pathogenese dieser virus-
induzierten Enzephalopathie gegeben. Besonders gut sind die enzephalitische Reaktion und die 
perivaskulären Infiltrate bei der Ratte analysiert (DESCHL et al., 1990; RICHT et al., 1990; 
BILZER u. STITZ, 1994). Durch Einsatz monoklonaler Ak gegen bestimmte Oberflächen-
marker von T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und Makrophagen konnte gezeigt werden, dass die 
Zellen der perivaskulären Infiltrate in der akuten Phase der Infektion zu über 50% aus T-
Lymphozyten bestehen. Dabei dominieren CD4+-T-Zellen perivaskulär, während im Parenchym 
hauptsächlich CD8+ zytotoxische T-Lymphozyten anzutreffen sind. Makrophagen finden sich 
sowohl perivaskulär als auch parenchymal und stellen den Hauptanteil der Entzündungszellen dar 
(STITZ et al., 2002). 
Des Weiteren kann eine humorale Immunantwort in BDV-infizierten Tieren beobachtet werden. 
Allerdings scheinen die virusspezifischen Ak die Ausbreitung der Krankheit nicht zu beein-
flussen. In Seren experimentell infizierter Ratten sind Ak gegen das Nukleoprotein und gegen das 
Phosphoprotein nachweisbar. Das Vorkommen neutralisierender Ak wurde lange Zeit 
kontrovers diskutiert. Während einige Arbeitsgruppen neutralisierende Aktivität in Serum und 
Liquor nachweisen konnten (HATALSKI et al., 1995; LUDWIG et al., 1993; MAYR u. 
DANNER, 1978; STITZ et al., 1998), gelang dies anderen Gruppen wiederum nicht 
(CARBONE et al., 1987; HERZOG et al., 1985; NARAYAN et al., 1983a). Durch die Synthese 
eines monoklonalen Ak gegen das Glykoprotein gp 94 konnte die Infektion in vitro und in vivo in 
Ratten gehemmt werden (FURRER et al., 2001). Neutralisierende Ak werden in vivo nur 
synthetisiert, wenn sich das Virus im Blut befindet – also nur spät in der Infektion während der 
chronischen Phase (STITZ et al., 2002). 
 
2.6.3 IMMUNPATHOGENESE 
Die BD ist definiert als eine nonpurulente Polioencephalomyelitis, welche über einen T-
Zell-vermittelten Immunmechanismus verursacht wird. Am besten eignet sich für Pathogenese-
studien das Modell der Ratte. Das Einsetzen der klinischen Symptomatik fällt zusammen mit  
Entzündungsreaktionen im Gehirn, die ihr Maximum 30-40 Tage nach der Infektion erreichen. 
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Diese Entzündungsreaktionen führen zu neuronaler Zerstörung, die in manchen Fällen einen 
Hydrocephalus zur Folgen hat (DE LA TORRE, 2001).  
NITZSCHKE (1963) beschrieb das Vorhandensein von infektiösem Virus in verschie-
denen Organen inkl. Milz, Leber, Niere und Blut von Ratten, die als Neugeborene infiziert 
wurden. In weiteren Versuchen mit immunsupprimierten erwachsenen Ratten wurde festgestellt, 
dass das Virus nicht nur mit den peripheren Nerven assoziiert bleibt, sondern auch in 
organspezifischen Zellen nachgewiesen werden kann (STITZ et al., 1991; STITZ et al., 1998). Es 
konnte auch gezeigt werden, dass als Neugeborene infizierte Ratten das Virus über Tränen, 
Speichel und Harn ausscheiden und so Kontakttiere infizieren können. Immuninkompetente 
Ratten (neugeborene, immunsupprimierte oder splenektomierte Tiere) entwickeln keine BD. 
Nach der Infektion werden zwar virusspezifische Nukleinsäuren, infektiöses Virus und virales Ag 
in vergleichbaren Mengen wie bei immunkompetenten Ratte nachgewiesen, jedoch zeigen sich 
bei immuninkompetenten Tieren keine akuten entzündlichen Reaktionen. In mit Cyclosporin A 
immunsupprimierten Ratten sind keine virusspezifischen T-Zellen vorhanden und die Tiere 
erkranken nicht. Aufklärung über die Frage, welcher Zelltyp bei der Pathogenese der BD die 
entscheidende Rolle spielt, wurde erhalten, als es gelang, eine homogene CD4+-T-Zelllinie in vitro 
zu etablieren, die eine virusspezifische Reaktivität gegenüber dem BDV aufwies (RICHT et al., 
1989; RICHT et al., 1990). Der Transfer dieser Zellen in immunsupprimierte, infizierte Ratten 
rief bereits fünf Tage später eine Enzephalitis und Krankheitssymptome hervor, wie sie nach 
Infektion von empfänglichen Tieren gesehen werden. Passiver Transfer dieser BD-spezifischen 
CD4+-T-Zellen in nichtinfizierte Empfängertiere war dagegen wirkungslos, was bedeutet, dass 
der verursachte immunpathologische Effekt ausschließlich durch virale Antigene ausgelöst wird. 
Diese Ergebnisse in Verbindung mit der immunhistologischen Charakterisierung der 
Entzündungszellen und mit Daten, die aus Versuchen mit anderen T-Zelllinien gewonnen 
wurden (PLANZ et al., 1995), deuten darauf hin, dass der BD eine Hypersensitivitätsreaktion 
vom verzögerten Typ (delayed type hypersensitivity reaction – DTH) zugrunde liegt. STITZ et al. 
(2002) erkannten durch immunhistologische Untersuchungen von Rattengehirnen einen 
Zusammenhang zwischen dem Vorliegen der BD-spezifischen Symptomatik und dem Auftreten 
von CD8+-T-Zellen in geschädigten Gehirnarealen. Ratten, die mit Ak gegen CD8+-T-Zellen 
behandelt wurden, entwickeln keine Enzephalitis und zeigen keine Krankheitssymptome. CD4+-
T-Zellen akkumulieren dagegen im Gehirn und verursachen perivaskuläre Entzündungs-
reaktionen, führen aber allein nicht zur Erkrankung. Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass 
die meisten CD4+-T-Zellen im Gehirn nicht Ag-spezifisch sind, sondern durch eine Ag-
spezifische Antwort der CD8+-T-Zellen aktiviert werden oder durch wenige Ag-spezifische 
CD4+-T-Zellen, welche relevante Cytokine produzieren. Es ist bekannt, dass Leukozytenpopula-
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tionen die Fähigkeit besitzen, proinflammatorische Cytokine (QUAGLIARELLO et al., 1991), 
Neurotoxine oder reaktive Sauerstoffverbindungen (NATHAN et al., 1984) zu synthetisieren. 
Auch von Lymphozyten abgegebene Cytokine könnten bei den zellulären und neuronalen 
Schädigungen eine Rolle spielen. Cytokine beeinflussen nicht nur die Immunantwort und die 
Entzündungsreaktion, sondern können auch direkt cytotoxische Effekte haben. 
Die BD der Ratte stellt also ein Modell dar, nach welchem bestimmte Mengen an CD4+- 
und CD8+-T-Zellen notwendig sind, um eine antivirale DTH auszulösen. Durch welche 
Mechanismen CD8+-T-Zellen Gewebsschädigungen verursachen, ist noch ungeklärt. Allerdings 
produzieren sie Cytokine wie Interferon γ (PALIARD et al., 1988; STREET u. MOSMANN, 
1991), welche zur Aktivierung von Makrophagen und damit zur DTH führen einschließlich der 
Aktivierung unspezifischer Entzündungszellen, was sich letztendlich in Zerstörung des Gewebes 
äußert. In welchem Ausmaß andere Cytokine und Radikale an der zellulären Destruktion beteiligt 
sind, ist noch nicht vollständig geklärt. Hingegen können virusspezifische CD8+-T-Zellen ihre 
Zielzellen auch direkt über verschiedene cytolytische Mechanismen wie z. B. über die Wirkung 
von Perforin und anderer Effektormoleküle abtöten (HENKART et al., 1985; KAGI et al., 1994; 
MULLER et al., 1989). Zusammenfassend ist festzustellen, dass die BD der Ratte eine CD4+-T-
Zell-abhängige immunpathologische Erkrankung zu sein scheint, bei welcher CD8+-T-Zellen 
und/oder CD8+-T-Zell-vermittelte zellschädigende Mechanismen zu Gewebszerstörung, Organ-
atrophie und klinisch zu Organdysfunktion und zur Erkrankung führen. 
 
2.7 DIAGNOSE 
 
Nicht zuletzt durch den Nachweis von BDV-Infektionen beim Menschen erlangte die 
epidemiologische Erfassung von BDV-Infektionen bei natürlich infizierten Tieren und beim 
Menschen im Rahmen der Klärung der Übertragung, Ausbreitung und Verbreitung dieser 
Infektion eine besondere Bedeutung. Neben der post mortem erfolgenden Diagnose, die in den 
meisten Fällen der Bestätigung der bereits klinisch gestellten Verdachtsdiagnose dient, liegt nun 
der Schwerpunkt auf dem Nachweis solcher Infektionen bereits intra vitam, nicht zuletzt auch um 
eine Korrelation von BDV-Infektionen zu längst bekannten neurologischen bzw. psychiatrischen 
Erkrankungen herzustellen. 
 
2.7.1 NACHWEIS BDV-SPEZIFISCHER ANTIKÖRPER 
Die Serologie wird am häufigsten zur intra vitam Diagnostik herangezogen. 
Untersuchungen ergaben ein weltweites Vorkommen BDV-reaktiver Ak in Tieren und 
Menschen. Diese Ergebnisse spiegeln einerseits den hohen Anteil inapparenter BDV-Infektionen 
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wider, sie können aber andererseits auch ein Hinweis auf eine ungenügende Testspezifität sein, 
was sich letztendlich in falsch-positiven Ergebnissen äußern würde. 
In den meisten serologischen Verfahren werden Serum oder Plasma verwendet. Aber auch im 
Liquor cerebrospinalis konnten bereits BDV-reaktive Ak detektiert werden. Erstaunlicherweise 
werden sowohl bei nachweislich erkrankten Tieren als auch bei klinisch inapparent infizierten 
Tieren oder Menschen nur relativ niedrige Ak-Titer gefunden (SAUDER et al., 2002). Deshalb 
müssen serologische Methoden für den Nachweis BDV-spezifischer Ak eine hohe Sensitivität 
wie auch eine hohe Spezifität aufweisen. Derzeit besteht keine Einigkeit über einen zuverlässigen 
Standardtest, der beiden Kriterien gerecht wird. Ein kürzlich von Laboratorien in Deutschland 
und Österreich durchgeführter Ringversuch zur Evaluierung der Sensitivität, Spezifität und 
Reproduzierbarkeit verschiedener Testsysteme zum Nachweis BDV-spezifischer Ak und RNA 
(NÜBLING et al., 1999) zeigte zwischen den einzelnen Laboratorien zum Teil große 
Diskrepanzen hinsichtlich der Testergebnisse. Im folgenden werden die Vor- und Nachteile der 
einzelnen Methoden zum Ak-Nachweis kurz vorgestellt. 
 
2.7.1.1 Indirekter Immunfluoreszenztest (IIFT) 
Mit dem IIFT wird, nach Inkubation eines Patientenserums auf fixierten, persistent BDV-
infizierten Zellen, die Bindung virusspezifischer Ak durch Fluoreszeinisothiocyanat (FITC)-
konjugierte sekundäre Ak nachgewiesen, welche gegen den Fc-Teil der Immunglobuline des 
Patientenserums gerichtet sind. Die Probe wird seropositiv beurteilt, wenn die typische intra-
nukleäre Fluoreszenz in den persistent infizierten Zellen, aber nicht in uninfizierten Kontroll-
zellen zu beobachten ist. 
Der IIFT ist eine schnelle und kostengünstige Methode. Die Auswertung fluoreszeingefärbter 
Präparate setzt allerdings ein gewisses Maß an Erfahrung voraus und kann infolgedessen zu 
subjektiven Ergebnissen führen (SAUDER et al., 1996). Nach BECHTER et al. (1987) ist die 
Sensitivität dieser Methode bei der Beurteilung niedrigtitriger menschlicher Seren nicht 
ausreichend. Aufgrund der niedrigen Ak-Titer müssen die Seren in Verdünnungen von 1:5 oder 
1:10 getestet werden, so dass unspezifische Hintergrundreaktionen die Auswertung beträchtlich 
erschweren können (WALTRIP et al., 1995). In dem genannten Ringversuch wurden je nach Art 
der genutzten Zelllinie Unterschiede in der Sensitivität festgestellt. So wurden bei Verwendung 
persistent infizierter Kaninchenembryofibroblasten oder MDCK-Zellen höhere Ak-Titer er-
mittelt als bei persistent infizierten C6, Vero- oder Oligozellen (ALLMANG et al., 2001). Ein 
weiterer Nachteil des IIFT ist, dass er durch die Verwendung persistent infizierter Zellen als 
Antigenquelle keine Aussage über die Erkennung der Art der Antigene durch BDV-reaktive 
Seren erlaubt. Es ist außerdem nicht auszuschließen, dass die BDV-Infektion von Zellen nicht zu 
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einer Veränderung der Expression zellulärer Proteine führt, die mit Ak des Testserums reagieren 
und zu falsch-positiven Ergebnissen führen könnten. Gerade bei psychiatrischen Patienten treten 
häufig derartige Autoantikörper auf, die mit nukleären Strukturen reagieren (LEGROS et al., 
1985; SIROTA et al., 1991). 
 
2.7.1.2 Western Blot (WB) 
Die Grundlage dieses Tests bilden auf einer Nitrozellulosemembran immobilisierte, 
denaturierte BDV-spezifische Proteine, die mittels SDS-PAGE auf die Membran übertragen 
wurden. Nach Inkubation dieser Virusproteine mit Patientenseren erfolgt der Nachweis 
gebundener Ak mittels enzymmarkierter sekundärer Ak, welche gegen den Fc-Teil der 
Immunglobuline des Patientenserums gerichtet sind. Im Gegensatz zum IIFT erlaubt der WB 
eine Identifikation der Antigene, die von den Serumantikörpern erkannt werden. Als Ag-Quellen 
dienen zum einen Zellhomogenate, z. B. persistent BDV-infizierter MDCK-Zellen (ROTT et al., 
1991), der BDV-infizierten humanen Neuroblastomzelllinie SK-N-SY5Y (WALTRIP et al., 
1995), oder Homogenate von Insektenzellen, die mit Hilfe von rekombinanten Baculoviren 
BDV-spezifische Proteine (N, P und M) exprimieren (HSU et al., 1994; OGINO et al., 1998; 
SAUDER et al., 1996). Zum anderen können aber auch gereinigte Antigene für den WB aus 
folgenden Quellen hergestellt werden: aus BDV-infizierten Zellen wie Kaninchennierenzellen 
(FU et al., 1993), aus BDV-infizierten Rattengehirnen (KAO et al., 1993) und aus Bakterien, 
welche BDV-spezifische Proteine exprimieren (BRIESE et al., 1995; KISHI et al., 1995a, b; 
NAKAMURA et al., 1995; NAKAYA et al., 1999; TAKAHASHI et al., 1997). Seren von Tieren 
mit einer bestätigten BDV-Infektion erkennen i.d.R. mehrere BDV-Antigene, v. a. N, P und M 
(BRIESE et al., 1995; ROTT et al., 1991). Erstaunlicherweise werden in Seren von Tieren und 
Menschen, die keine neurologischen Symptome zeigen, oftmals nur gegen ein BDV-Protein 
gerichtete Ak gefunden (FU et al., 1993; FUKUDA et al., 2001; NAKAYA et al., 1999; ROTT et 
al., 1991; SAUDER et al., 1996; TAKAHASHI et al., 1997; WALTRIP et al., 1995). Da bei 
einigen Studien eine höhere Reaktivität mit dem N-Protein (SAUDER et al., 1996), bei anderen 
dagegen mit dem P-Protein (FUKUDA et al., 2001) festgestellt wurde, scheinen Unterschiede in 
der Sensitivität der Testsysteme eine mögliche Erklärung zu sein. FU et al. (1993) diskutieren 
solche Fälle, wo Ak nur gegen ein BDV-Ag beobachtet werden, als Kreuzreaktion. Das heißt, die 
Ak sind nicht ursprünglich gegen BDV-Ag, sondern gegen Proteine eines anderen Pathogens 
bzw. gegen zelluläre Proteine gerichtet, die teilweise Epitope enthalten, welche denen der BDV-
Antigene sehr ähneln. Auch unspezifische Bindungen, besonders bei Verwendung großer 
Mengen gereinigter Antigene in Zusammenhang mit geringen Serumverdünnungen, können nicht 
ausgeschlossen werden. Deshalb sind diese Ergebnisse sehr kritisch zu beurteilen. Nach 
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WALTRIP et al. (1995) sind nur solche Seren positiv, die mindestens zwei BDV-Antigene 
erkennen. Andere Gruppen führen zum Ausschluss unspezifischer Bindungen sogenannte Kom-
petitionsexperimente durch (FUKUDA et al., 2001; NISHINO et al., 1999; SAUDER et al., 
1996). Dabei wird das Testserum präadsorbiert mit Lysaten BDV-infizierter Zellen oder von 
Zellen, die die entsprechenden BDV-Proteine exprimieren, oder direkt mit gereinigten BDV-
Proteinen. Zusammenfassend ist festzustellen, dass der WB spezifischer zu sein scheint als der 
IIFT, aber auf Kosten der Sensitivität, was auch die Untersuchungen des genannten Ringversuchs 
bestätigen. Außerdem ist er zeitaufwendig und deshalb unpraktikabel für die Untersuchung einer 
großen Probenanzahl. 
 
2.7.1.3 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
 ELISA-Systeme sind preisgünstig, schnell und bieten neben dem Vorteil eines hohen 
Probendurchsatzes eine erhöhte Sensitivität. Außerdem erlauben sie eine photometrische Aus-
wertung, die eine objektive Erfassung der Messdaten ermöglicht. 
 
2.7.1.3.1 „Klassischer“ ELISA 
Beim „klassischen“ ELISA werden zum Nachweis BDV-spezifischer Antikörper 
Patientenseren mit den auf einer Mikrotiterplatte immobilisierten viralen Proteinen inkubiert. Die 
Ag-Ak-Reaktion wird anschließend in einem weiteren Schritt durch Zugabe eines markierten 
sekundären Antikörpers nachgewiesen, welcher gegen den Fc-Teil der Immunglobuline des 
Patientenserums gerichtet ist. Als Ag werden verschiedene Proteine eingesetzt: WEISMAN et al. 
(1994) und BRIESE et al. (1995) verwenden in E. coli exprimierte BDV-Proteine (N, P und M) 
mit His-Tag, welcher nach Aufreinigung der Proteine wieder entfernt wird. EVENGÅRD et al. 
(1999) verbesserten diese Methode durch Einführen einer externen, auf β-Galaktosidase 
basierenden Negativkontrolle. REEVES et al. (1998) verwenden gereinigtes P-Protein mit His-
Tag für die Untersuchung von Katzenseren, welche allerdings mit E. coli präadsorbiert werden 
müssen. An Glutathion S-Transferase (GST)-gekoppelte Proteine wie das P-Protein (KISHI et 
al., 1995; TAKAHASHI et al., 1997) oder das N- und M-Protein (BERG et al., 1999) werden 
ebenfalls eingesetzt, wobei in diesen Fällen alleiniges GST als Negativkontrolle dient. 
 
2.7.1.3.2 Antikörper-Capture-ELISA 
TSUJIMURA et al. (1999) entwickelten einen capture-ELISA zur Detektion von Anti-
p40-Antikörpern. Die Mikrotiterplatte wird mit p40-spezifischen monoklonalen Antikörpern 
(mAk) beschichtet und anschließend mit rekombinantem p40 inkubiert. Nach Zugabe der Seren 
können gebundene Ak über einen Streptavidin-Peroxidase-markierten sekundären Antikörper 
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sichtbar gemacht werden. Dieser Test zeigt eine gute Spezifität und Sensitivität. Er ist bisher 
allerdings nur für die Analyse hochtitriger Rattenseren evaluiert. 
 
2.7.1.3.3 Kompetitiver ELISA (cELISA) 
KATZ et al. (1998) beschichten ein Platte mit rekombinantem p40-Ag. Pro Kavität wird 
zu jeder Serumprobe eine definierte Menge eines p40-spezifischen mAk als Kompetitor hinzu-
gegeben. Die Bindung des mAk wird mit einem Peroxidase-konjugierten sekundären Antikörper 
nachgewiesen, der gegen den Fc-Teil der Mausimmunglobuline gerichtet ist. Vorteil dieser 
Methode ist, dass Blutproben verschiedener Spezies getestet werden können, ohne dass die 
normalerweise notwendigen speziesspezifischen sekundären Ak vorhanden sein müssen.  
 
2.7.1.3.4 Reverse-type Sandwich ELISA (RS-ELISA) 
 Für diese Methode haben sich HORIMOTO et al. (1997) entschieden mit dem Ziel der 
Erlangung einer hohen Spezifität. Eine Mikrotiterplatte wird mit aufgereinigtem, bakteriell 
exprimiertem BDV-p40 beschichtet. Dabei binden auch geringe Restmengen bakterieller Proteine 
an die Platte. Die Serumproben werden nur in niedrigen Verdünnungsstufen zugegeben, um zu 
erreichen, dass BDV-spezifische Ak mit nur einer Molekülseite an das p40 binden. Gleicher-
maßen können auch Serum-Ak an die bakteriellen Proteine binden. Um die Bindungsstellen der 
Ak für bakterielle Proteine zu blockieren, erfolgt eine Inkubation mit einem E.coli-Lysat. 
Anschließend wird biotinyliertes p40-Ag zugegeben, welches durch noch freie Bindungsstellen 
der bereits haftenden p40-spezifischen Serum-Ak gebunden und über Streptavidin-Peroxidase 
vermittelten Substratumsatz visualisiert wird. Auch bei diesem Test sind tierartspezifische 
Immunglobuline als Sekundärantikörper überflüssig. 
 
2.7.2 NACHWEIS BDV-SPEZIFISCHEN ANTIGENS 
Zum direkten Nachweis einer BDV-Infektion stehen verschiedene Methoden zur Detek-
tion von BDV-Antigenen zur Verfügung. Da sich BDV-Antigene vorzugsweise in neuronalen 
Strukturen befinden, kann mit den meisten Techniken dieser Nachweis erst post mortem erfolgen. 
 
2.7.2.1 Immunhistochemie (IHC) 
Die IHC ist die gebräuchlichste Methode, um eine BDV-Infektion in formalinfixierten 
und in Paraffin eingebetteten Organen nachzuweisen. Zur Ag-Detektion werden polyklonale 
Antikörper (CAPLAZI u. EHRENSPERGER, 1998; DE LA TORRE et al., 1996b; 
GOSZTONYI u. LUDWIG, 1984) oder monoklonale Antikörper gegen die BDV-spezifische 
Antigene p40, p24, p16, gp 94 und p10 genutzt (BILZER et al., 1995; HERDEN et al., 1999; 
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HERZOG et al., 1994; LUNDGREN et al., 1995a; WEHNER et al., 1997; WEISSENBÖCK et 
al., 1998). Über enzymvermittelten Substratumsatz kann die Bindung der eingesetzten Ak 
sichtbar gemacht werden. BDV-Antigene befinden sich hauptsächlich in Neuronen, wurden aber 
auch bereits in Astrozyten und Ependymzellen nachgewiesen (BILZER et al., 1995; BILZER  et 
al., 1996; CARBONE et al., 1989). 
 
2.7.2.2 Western Blot (WB) 
Alternativ zur IHC kann auch der WB zum Ag-Nachweis in Geweben genutzt werden. 
Zusätzlich zur Analyse von Organhomogenaten können auch Speichelproben, Nasensekret, 
Tränenflüssigkeit und Liquor mit dem WB untersucht werden (BILZER et al., 1995; HERZOG 
et al., 1994; LEBELT u. HAGENAU, 1996). Studien, in denen Organe klinisch an BD erkrankter 
Pferde, Schafe und Esel untersucht wurden, ergaben bei der Methode des WB und der IHC 
vergleichbare Ergebnisse (BILZER et al., 1996; HERDEN et al., 1999). 
 
2.7.2.3 Antigen-Capture-ELISA 
BDV-Ag kann auch mittels eines Capture-ELISA nachgewiesen werden (DÜRRWALD, 
1993; LUNDGREN et al., 1995b). Dieser Test basiert auf dem Prinzip eines Sandwich-ELISAs. 
Monoklonale Ak gegen p24 und p40 werden über ein Ziegenserum, welches gegen 
Mausimmunglobuline gerichtete Antikörper enthält, an eine ELISA-Platte gebunden. Nach einer 
Inkubation der Platte mit Testmaterial werden gebundene Antigene über ein Hyperimmunserum 
von Kaninchen detektiert. Durch eine weitere Inkubation mit einem mit alkalischer Phosphatase 
konjugierten Ak, der gegen Kaninchen-IgG gerichtet ist, kann die Bindung schließlich durch 
Substratumsatz sichtbar gemacht werden. Mit dem Antigen-Capture-ELISA konnte BDV-Ag 
sowohl in Gehirnhomogenaten als auch in Homogenaten peripherer Organe wie Leber, Milz und 
Nieren von Pferden, Rindern und Katzen nachgewiesen werden (BODE et al., 1994b; DÜRR-
WALD, 1993; LUNDGREN et al., 1995b). Der Antigennachweis gelang selbst in Organen 
erkrankter Pferde und Rinder, in denen mit der IHC oder dem WB keine Antigene nachweisbar 
waren (BILZER et al., 1995; LEBELT u. HAGENAU, 1996). Der Antigen-Capture-ELISA 
scheint also eine weit höhere Sensitivität zu haben als die IHC oder der WB. 
 
2.7.3 NACHWEIS VIRALER RNA 
Nach der Klonierung und Sequenzierung des BDV-Genoms in den frühen 90er Jahren 
(BRIESE et al., 1994; CUBITT et al., 1994; LIPKIN et al., 1990; VANDEWOUDE et al., 1990) 
wurden spezifische und sensitive Methoden entwickelt, um BDV-RNA in Geweben BDV-
infizierter Individuen nachzuweisen. Generell kann virale RNA post mortem in den Organen 
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detektiert werden, sie ist aber auch intra vitam im Blut und in Körperflüssigkeiten nachweisbar. 
Die BDV-Sequenz kann entweder in der aus den Geweben isolierten RNA identifiziert oder 
direkt in Gewebeschnitten mittels in situ Hybridisierung dargestellt werden. Da p24- und p40-
spezifische mRNAs die häufigsten viralen Transkripte in BDV-infizierten Geweben und Zellen 
sind (BRIESE et al., 1994; CUBITT et al., 1994), beschränkt sich im allgemeinen der RNA-
Nachweis auf diese Sequenzen. 
 
 2.7.3.1 Northern Hybridisierung 
Die Northern Hybridisierung ist bei in vitro Experimenten mit BDV-infizierten Zellen 
eine gute Methode, um BDV-spezifische genomische als auch mRNA nachzuweisen. Ebenfalls 
erfolgversprechend ist diese Methode zur Verifizierung einer BDV-Infektion im ZNS von experi-
mentell infizierten Ratten oder Mäusen (SAUDER et al., 2002). Für die BDV-Detektion im ZNS 
natürlich infizierter Tiere wie auch für die intra vitam Diagnostik ist die Northern Hybridisierung 
oftmals nicht sensitiv genug, um die in i.d.R. nur geringe Menge viraler RNA nachzuweisen.  
 
2.7.3.2 RT-PCR und nested RT-PCR 
Die meisten epidemiologischen Studien bedienen sich der Methode der RT-PCR oder der 
nested RT-PCR. Noch immer existiert kein standardisiertes Protokoll zur Durchführung der RT-
PCR. Einige Laboratorien führen die Reverse Transkription und die PCR jeweils separat in 
eigenen Gefäßen als sogenanntes Two-Tube-System durch, während andere die RT und die PCR 
zusammen in einem Gefäß als One-Tube-Reaktion vollziehen. Die Sensitivität der traditionellen 
RT-PCR kann um etwa das 100-fache gesteigert werden durch eine zweite PCR mit nested 
Primern. Diese hohe Sensitivität der nested RT-PCR birgt allerdings die Gefahr falsch-positiver 
Ergebnisse durch Kontaminationen mit Plasmid-DNA oder mit PCR-Produkten, die im 
jeweiligen Labor bearbeitet werden (SCHWEMMLE et al., 1999). Zur Reduzierung des Konta-
minationsrisikos ist die One-Tube RT-PCR gut geeignet. 
 
2.7.3.3 In situ Hybridisierung (ISH) 
Zur histologischen Diagnostik kann die virale RNA in Paraffinschnitten formalinfixierter 
Organe entweder mit einer radioaktiven Sonde oder mit einer Digoxygenin-markierten Sonde 
detektiert werden (CARBONE et al., 1991; DE LA TORRE et al., 1996b; NAKAMURA et al., 
1999; STITZ et al., 1998; WEISSENBÖCK et al., 1998a). Obwohl diese Methode zuverlässiger 
ist als die RT-PCR, da Kontaminationen der Proben mit DNA-Molekülen ausgeschlossen werden 
können, ist sie doch bei weitem nicht so sensitiv. Bis heute gibt es noch keine Berichte über die 
Anwendung einer in situ RT-PCR zum Nachweis von BDV-RNA in histologischen Schnitten.  
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3 MATERIAL UND METHODEN 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1  GERÄTE UND VERBRAUCHSMATERIAL 
3.1.1.1  Geräte 
Blotting-Kammer für Western Blot (von Keutz, Reiskirchen); Coverplate System 
(Shandon, Frankfurt/Main); Dispergierer T18 basic UltraTurrax (IKA, Stauffen); 
Eindeckautomat Tissue Tek (Vogel GmbH & Co KG, Gießen); Elektrophoresekammern: 
Horizontal-Gel-Elektrophorese (von Keutz, Reiskirchen), Vertikal-Gel-Elektrophorese (BioRad, 
München); ELISA-Reader "Thermo-Max" (MWG Biotech AG, München); Gel-Doku-
mentationssystem "MultiImage Light Cabinet" (Biozym, Hess. Oldendorf); Heizblöcke (Eppen-
dorf, Hamburg); Hybridisierungsofen (Hybaid, Heidelberg); Inkubatoren (Memmert, Schwabach; 
Heraeus, Hanau); Kühl- und Gefrierschränke (Liebherr, Ochsenhausen); Mikroskope: Umkehr-
mikroskop (Olympus, München), Fluoreszenzmikroskop (Olympus, München); Photometer DU-
640 (Beckman, München); Pipettierhilfen (Eppendorf, Hamburg; Gilson, Villiers-Le-Bel/France; 
Integra Biosciences, Fernwald; Hirschmann, Eberstadt); Real-Time Cycler Rotorgene 2000 (LTF, 
Wasserburg); Schüttler: Vortexer (Bender & Hobein, Zürich, Schweiz), Orbitalschüttler (Forma 
Scientific); Sequenzer ABI PRISM 377 (Perkin-Elmer, Foster City, CA/USA); Sonifier 250 
(Branson, Dietzenbach); Sterilwerkbänke (Heraeus, Hanau); Thermocycler TouchDown (Hybaid, 
Heidelberg); Wasserbäder (GFL, Burgwedel); Zentrifugen: Tischzentrifuge 5415 C (Eppendorf, 
Hamburg), Tischzentrifuge, gekühlt (Heraeus, Hanau), Zellkulturzentrifuge (Heraeus, Hanau), 
Großzentrifuge „Avanti“ (Beckman, München). 
 
3.1.1.2  Verbrauchsmaterial 
Abstrichtupfer (Mast Diagnostica, Reinfeld); Biopsie-Einbettungskassetten 
(Engelbrecht, Edermünde); Chamber Slides (Nunc, Wiesbaden); Deckgläschen (Roth, Karlsruhe); 
Frames EasiSeal (Hybaid, Heidelberg); Einmalkanülen Sterican® 0,45 x 25 mm /1,20 x 40 mm 
(Braun, Melsungen); Einmalspritzen 1 ml (Braun, Melsungen); EDTA-Röhrchen 4 ml (Sarstedt, 
Nümbrecht); ELISA-Platten (Nunc, Wiesbaden); Kryo-Tubes (Nunc, Wiesbaden); 
Kulturflaschen (Greiner, Frickenhausen); Mehrzweckbecher (100 ml) (Greiner, Frickenhausen); 
3MM-Papier (Schleicher & Schüll, Daßel); Nitrozellulosemembran (Pall GmbH, Dreieich); 
Objektträger: SuperFrost/Plus (Menzel-Gläser, Braunschweig), Multifachobjektträger (Dunn 
Labortechnik, Asbach); Pipettenspitzen (Greiner, Frickenhausen), mit Filter (Peqlab, Erlangen); 
Reaktionsgefäße: 50 ml, 15 ml, 1,5 ml (Greiner, Frickenhausen), für PCR (Biozym, Hess. 
Oldendorf); Zentrifugenbecher (Beckman, München). 
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3.1.1.3 Software 
Analyse von Elektrophorese-Bildern: AlphaImager 1220 v.5.5 (Biozym, Hess. Oldendorf); 
Analyse von DNA- und Aminosäuresequenzen: "Lasergene" (DNASTAR, Madison/USA); 
Auswertung von ELISA-Platten: "SOFTmax® PRO 1.2.0" (Molecular Devices GmbH, 
Ismaning); DNA-Quantifizierung bei Real-Time-PCR: Rotorgene Real-Time Analysis Software 
4.4 (Corbett Research, Mortlake/Australien). 
 
3.1.2 TIERE 
3.1.2.1 Pferde 
Von 15 Pferden mit dem Verdacht einer BDV-Infektion aufgrund des klinischen Bildes 
wurde Probenmaterial kollektiviert. Diese Tiere aus dem Patientengut der Medizinischen Tier-
klinik der Universität Leipzig wurden wegen der Schwere der Erkrankung zumeist kurze Zeit 
nach ihrer Aufnahme in die Klinik euthanasiert. Aufgrund des im Allgemeinen akuten Krank-
heitsverlaufs (zwei bis max. zehn Tage) und des kurzen Aufenthaltes in der Medizinischen 
Tierklinik war die Entnahme von EDTA-Blut zur Gewinnung von Leukozyten nur in 
Einzelfällen, die Harnentnahme i.d.R. erst post mortem möglich. 
Des Weiteren wurden 17 klinisch unauffällige Pferde über einen Zeitraum von 14 Monaten 
regelmäßig untersucht. Diese Pferde stammten alle aus dem Saale-Unstrut-Gebiet (Sachsen 
Anhalt), von wo in den vergangenen Jahren die meisten Borna-Verdachtsfälle in die Medizinische 
Tierklinik der Universität Leipzig eingeliefert worden waren (Dr. A. Uhlig, persönliche Mit-
teilung). 
 
3.1.2.2  Schafe 
In einem Bestand in Bayern mit 25 Schafen verstarben 1998 sechs Tiere und 1999 ein 
weiteres Tier (Schaf S589/99) an der Bornaschen Krankheit. Von den Tieren dieser Herde 
wurden von 1999 bis 2001 in regelmäßigen Abständen EDTA-Blut- und Serumproben gewonnen 
und untersucht. Drei Ak-positive Schafe dieses Betriebes wurden in der Medizinischen Tierklinik 
(MTK) der Universität Leipzig aufgestallt. Über einen Zeitraum von sechs Monaten wurden in 
regelmäßigen Abständen Blut-, Liquor- und Harnproben sowie Tupferproben von Auge, Nase 
und Speichel gewonnen. Die klinische Untersuchungen und die Gewinnung von Liquor wurden 
durch Dr. A. Uhlig, Fachtierarzt für Pferde und für Innere Medizin, als Mitarbeiter der 
Medizinischen Tierklinik durchgeführt. Die Tiere wurden euthanasiert und Organproben 
kollektiviert. 
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3.1.3 BIOLOGISCHE MATERIALEN 
3.1.3.1 Eukaryote Zelllinien 
3.1.3.1.1 BDV-Madin Darbin Canine Kidney Cells (BDV-MDCK) 
Die permanent BDV-infizierte Zelllinie aus Hundenierenzellen wurde freundlicherweise 
von Frau Dr. S. Herzog, Institut für Virologie des Fachbereiches Veterinärmedizin der Justus-
Liebig-Universität Gießen, zur Verfügung gestellt. BDV-MDCK-Zellen wurden im IIFT zum 
Antikörpernachweis eingesetzt. 
 
3.1.3.1.2 Rabbit Embryonic Brain Cells (REB) 
Diese Zelllinie wurde aus den Gehirnen 19 bis 20 Tage alter Kaninchenembryonen 
isoliert (ENBERGS, 1999). Es handelt sich um primäre Zellen, die sich etwa vier- bis sechsmal 
passagieren lassen. REB-Zellen wurden zur Virusisolierung genutzt. 
 
3.1.3.2 Bakterien 
Zur Klonierung von DNA und zur Expression rekombinanter Proteine wurde in 
vorliegender Arbeit der Stamm "K12 XL1-Blue MRF" (Stratagene, La Jolla, CA/USA) von 
Escherichia coli (E. coli) verwendet. Die viralen Proteine p24 und p40 wurden im E. coli-Stamm SG 
13009 [pREP4] (Qiagen, Hilden) exprimiert, da hierdurch eine erhöhte Proteinausbeute erreicht 
werden konnte. 
 
3.1.3.3 Plasmide 
3.1.3.3.1 pQE-32 
Der Vektor pQE-32 (Qiagen, Hilden) wurde zur Expression von p24 und p40 in E. coli 
genutzt. Die Expression des Fremdgens erfolgt über einen T5-Promotor mit Lac-Operator, der 
durch IPTG induzierbar ist. Am N-terminalen Ende des Fremdproteins wird vor einem Gly-Ile-
Arg-Linker ein RGS-His-Epitop mit sechs Histidinen angehängt. 
 
3.1.3.3.2 pTopo-p24 und pTopo-p40 
Diese Plasmide wurden von Dr. T. W. Vahlenkamp, Institut für Virologie der 
Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig, hergestellt. Dabei wurden die aus dem 
Schaf S589/99 (vgl. 3.1.2.2) stammenden kodierenden Regionen für p24 bzw. p40 in den 
pCR®2.1-TOPO-Vektor (Invitrogen, Karlsruhe) kloniert. 
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3.1.3.4 Oligonukleotide (Primer) 
Alle Primer basieren auf der publizierten Nukleotidsequenz des BDV von BRIESE et al. 
(1994). VAHLENKAMP et al. (2000) entwickelten die p40- und p24-spezifischen Primer zum 
Einsatz in der Diagnostik (RT-PCR und nested PCR). Für die Herstellung der Proteine p24 und 
p40 wurden spezielle Primer konstruiert, welche die für die Klonierung notwendigen Enzym-
schnittstellen aufweisen. 
 
Primer Sequenz (5' - 3') Lokalisation 
p40 s ACGCCCAGCCTTGTGTTTCT 270 - 289 
p40 as AATTCTTTACCTGGGGACTCAA 720 - 697 
p40 nested s TTACGGGGAAAAGACGA 407 - 423 
p40 nested as TTAGTAGAGACAACACAAAGGAG 687 - 666 
p24 s AGCTAGTGACGGAGCTGG 1501 - 1518 
p24 as ATGCGCGGAGGTGCAGGA 1822 - 1805 
p24 nested s CGCATCGAGGCAGGGTTT 1578 - 1595 
p24 nested as CGGCGGTGGATGCGTAGAGG 1773 - 1754 
p24s-PaeI GACCTGGCATGCCAACGCGACCATCG 1276 - 1289 
p24as-KpnI TGATAAGGTACCGTGGTATGATGTC 1874 - 1863 
p40s-PaeI GACCTGGCATGCCACCCAAGAGACG 54 - 70 
p40as-KpnI TGATAAGGTACCGTTTAGACCAGTC 1163 - 1151 
 
 
 
 
3.1.3.5 Enzyme  
Enzyme folgender Hersteller fanden Verwendung: Anti-DIG-Alkalische Phosphatase 
(AP) (Roche, Mannheim); Proteinase K (Boehringer, Mannheim); Restriktionsendonukleasen 
(Hybaid, Heidelberg): BglII, KpnI, NcoI, PaeI; RNAsin Ribonuklease Inhibitor (Promega, 
Mannheim); Streptavidin-Peroxidase Conjugate (Roche, Mannheim); Taq DNA Polymerase 
(Peqlab, Erlangen); T4-DNA-Ligase (AGS, Heidelberg); Trypsin (Life Technologies, Karlsruhe). 
 
3.1.3.6 Antikörper 
Antikörper folgender Herkunft wurden verwendet: monoklonale Antikörper: Bo18 (Haas 
et al., 1986; Morales, 1988); Anti-BDVp40 [TLP9/p40/IgG2a] (Prof. H. Ludwig, Institut für 
Virologie, FU Berlin); Anti-BDVp24 [57-4-33/p24/IgG1] (Prof. H. Ludwig, Institut für 
Tabelle 2: Übersicht über die Nukleotidsequenz und die Lokalisation der verwendeten 
Primer. Eingefügte Enzym-Schnittstellen sind in der Sequenz hervorgehoben. 
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Virologie, FU Berlin); polyklonale Antikörper: Anti-p24 Kaninchenserum (Prof. H. Ludwig, 
Institut für Virologie, FU Berlin); sekundäre Antikörper: Affini Pure Ziege Anti-Maus-IgG, Fc-
Fragment-spezifisch, adsorbiert gegen humane, bovine und equine Serumproteine (Dianova, 
Hamburg); Alkalische Phosphatase (AP)-konjugiertes Affini Pure Ziege Anti-Kaninchen-IgG, Fc-
Fragment-spezifisch (Dianova, Hamburg); AP-konjugiertes Affini Pure Ziege Anti-Pferd-IgG, 
Fc-Fragment-spezifisch (Dianova, Hamburg); Anti-Kaninchen-IgG, biotinyliert (Sigma, Tauf-
kirchen); FITC-Anti-Pferd-IgG (Sigma, Taufkirchen); FITC-Anti-Schaf-IgG (Sigma, Tauf-
kirchen); FITC-Anti-Ratte-IgG (Sigma, Taufkirchen). 
 
3.1.3.7 Molekulargewichtsmarker 
3.1.3.7.1 DNA-Längenstandard λ HaeIII 
Als Längenstandard wurde DNA des Phagen λdV1 (Prof. Dr. Dr. G. Hobom, Giessen) 
mit HaeIII verdaut. Es entstehen Fragmente mit folgenden Längen (in bp): 1713, 1310, 890, 535, 
460, 362, 352, 272, 223, 213, 212, 178, 142, 132, 83, 40. 
 
3.1.3.7.2 Molekulargewichtsmarker für Proteine 
Für SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-Färbung wurde der "LMW Electro-
phoresis Calibration Kit" (Pharmacia GmbH, Erlangen) verwendet. Es sind Proteine mit 
apparentem Molekulargewicht von 94.0, 67.0, 43.0, 30.0, 20.1 und 14.4 kDa sichtbar. 
 
3.1.3.7.3 Biotinylierter Molekulargewichtsmarker für Proteine 
Als Molekulargewichtsmarker im Western Blot wurden "Biotinylated SDS-PAGE 
Standards, Low Range" (Bio Rad Laboratories, München) verwendet. Die enthaltenen Proteine 
haben ein apparentes Molekulargewicht von 97.4, 67.2, 45.0, 31.0, 21.5 und 14.4 kDa. 
 
3.1.4 VORGEFERTIGTE SYSTEME ("KITS") 
Kits folgender Hersteller fanden Verwendung: BCA Protein Assay (Pierce, Oud-
Beijerland/Niederlande); DAB Substrate Kit for Peroxidase (Vector Laboratories, Burlin-
game/USA); DIG DNA labeling mix (10fach konz.) (Boehringer, Mannheim); QIAamp® RNA 
Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden); QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden); QIAGEN® 
OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden); QiaExpress Type ATG Kit (Qiagen, Hilden); RNeasy 
Midi Kit (Qiagen, Hilden); RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden). 
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3.1.5 LÖSUNGEN, PUFFER UND MEDIEN 
Die Zusammensetzung der nachfolgend genannten Lösungen, Puffer und Medien ist im 
Anhang 1, S. I-III, beschrieben. 
 
3.2 METHODEN 
 
3.2.1 PROBENENTNAHME 
Pferden und Schafen wurde durch Punktion der Vena jugularis etwa 4 ml EDTA-Blut 
entnommen. Die Entnahme von Liquor cerebrospinalis erfolgte über Punktion der Cisterna 
cerebromedullaris. Bei den Schafen und teilweise auch bei den Pferden wurde Spontanharn 
gewonnen; Stuten wurden gegebenenfalls katheterisiert. Bei klinisch erkrankten Pferden war es 
oft erst bei der Sektion im Institut für Veterinär-Pathologie möglich, Harn zu entnehmen. Von 
Pferden und Schafen wurden außerdem Tupferproben jeweils von den Konjunktiven, der 
Nasenschleimhaut und vom Speichel genommen und sofort in je 1 ml Lösung D verbracht. Nach 
der Euthanasie erkrankter Pferde bzw. Schafe wurden von verschiedenen Teilen des zentralen 
und peripheren Nervensystems, des Harnsystems und von den größeren Organen wie Herz, 
Leber, Milz und Lunge Proben entnommen. Ein Teil davon wurde zur späteren RNA-Isolierung 
bei -80°C gelagert, ein anderer Teil wurde für die Gewebsuntersuchungen in Biopsiekassetten 
verbracht und in 10%igem, nicht gepufferten Formalin für ein bis zwei Tage fixiert. 
 
3.2.2 RNA-NACHWEIS 
3.2.2.1 RNA-Isolierung 
3.2.2.1.1 RNA-Isolierung aus Organen 
Die RNA-Isolierung aus Organen erfolgte mit dem RNeasy Mini bzw. Midi Kit nach 
Angaben des Herstellers. Dazu wurden 20 - 100 mg Gewebe in Guanidinisothiocyanat (GITC)-
haltigen Lysispuffer verbracht und mit Glashomogenisatoren vollständig zerkleinert. Schwer 
lysierbare Gewebe wie Nerven oder Harnblase wurden mit einem Dispergierer bei hohen 
Drehzahlen homogenisiert.  
GITC ist ein chaotropes Salz, welches Zellen und Zellkerne lysiert und weiterhin wichtig ist zur 
Inaktivierung von RNasen. Außerdem bewirkt es zusammen mit Alkohol bei einem niedrigen 
pH-Wert die Bindung von Nukleinsäuren an eine Silikamatrix. Es gibt verschiedene Silikagele, die 
entweder die Anlagerung von RNA oder DNA begünstigen. Die Bindung an die Silikamatrix ist 
nicht kovalent, so dass die Nukleinsäure nach verschiedenen Waschschritten einfach durch eine 
Lösung mit geringer Salzkonzentration und einem hohen pH-Wert eluiert werden kann. 
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3.2.2.1.2 RNA-Isolierung aus Leukozyten 
Die RNA aus Leukozyten wurde mit dem QIAamp® RNA Blood Mini Kit isoliert. 
Zunächst wurden von 2-4 ml EDTA-Blut die Erythrozyten mit im Kit enthaltenem EL-Puffer 
auf Eis lysiert. Durch Zentrifugation konnten dann die Leukozyten pelletiert und bei -80 °C 
gelagert werden. Die RNA wurde anschließend nach Angaben des Herstellers mittels chaotroper 
Salze nach dem oben genannten Prinzip über eine Säule isoliert. 
 
3.2.2.1.3 RNA-Isolierung aus Harn 
Die RNA-Isolierung aus Harnproben erfolgte mit dem QIAamp® Viral RNA Mini Kit, 
der nach Angaben des Herstellers speziell für zellfreie Flüssigkeiten und für Harn entwickelt und 
optimiert wurde. 140 µl einer frischen Harnprobe wurden sofort mit Lysispuffer vermischt, um 
eine Inaktivierung der RNasen zu erreichen. Dieses Gemisch wurde bis zur weiteren Aufar-
beitung und Analyse bei -20 °C gelagert. 
 
3.2.2.1.4 RNA-Isolierung aus Tupfern 
Die Tupferproben wurden sofort nach ihrer Gewinnung in 1 ml Lösung D verbracht und 
bis zur weiteren Untersuchung bei -80 °C gelagert. Die RNA-Isolierung erfolgte nach 
CHOMCZYNSKI u. SACCHI (1987) mittels Phenol-Chloroform-Extraktion. Dazu wurde der 
Tupfer in der Lösung D ausgedrückt und 100 µl 3 M Natriumacetat zugegeben. Nach 
gründlichem Mischen der Lösungen erfolgte die Zugabe von 1 ml Phenol und – nach erneutem 
Mischen – von 200 µl Chloroform/Isoamylalkohol. Nun wurde der Ansatz 15 sec geschüttelt 
und für 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation über 5 min bei 4.000 rpm bilden sich drei 
Phasen aus: die untere Phenolphase enthält alle fettlöslichen Bestandteile, in der mittleren Phase 
finden sich die Proteine und in der oberen Phase sind alle wasserlöslichen Bestandteile wie die 
Nukleinsäuren. Diese Phase wurde vorsichtig abgenommen, mit einem äquivalenten Volumen 
Isopropanol durchmischt und die enthaltenen Nukleinsäuren ü. N. bei -20 °C gefällt. Nach 10 
min Zentrifugation bei 4.000 rpm wurde das Pellet in 300 µl Lösung D aufgenommen. Es 
wurden nacheinander 10 µl 3 M Natriumacetat, 300 µl Phenol und 60 µl Chloroform/ 
Isoamylalkohol zugegeben. Zwischen den einzelnen Schritten erfolgte eine gründliche Durch-
mischung der Lösungen. Nach 15 min Inkubation auf Eis und folgender 10 min Zentrifugation 
bei 4.000 rpm wurde abermals die obere wässrige Phase abgenommen, mit Isopropanol 
vermischt und die darin enthaltenen Nukleinsäuren ü. N. bei -20 °C präzipitiert. Nach 5 min 
Zentrifugation bei 4.000 rpm wurde das Nukleinsäurepellet zweimal mit 70%igen Ethanol 
gewaschen, getrocknet, in 50 µl RNase-freiem Wasser resuspendiert und bei -20 °C gelagert. 
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3.2.2.2 RT-PCR 
Der Nachweis viraler RNA wurde mit einem sogenannten ‚Ein-Schritt’-System 
(QIAGEN® One Step RT-PCR Kit) durchgeführt, bei dem die Reverses Transkription (RT) und 
die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ohne zwischenzeitliches Öffnen des Reaktionsgefäßes 
ablaufen konnten. Das Temperatur- und Zeitprofil wurde von VAHLENKAMP et al. (2000) 
übernommen. Dazu wurden 10 µl der isolierten RNA für 3 min bei 72 °C inkubiert und 
anschließend sofort auf Eis gekühlt. Nun wurden 40 µl des Reaktionsgemisches bestehend aus 
10 µl 5x Puffer, 10 µl Q-Solution, 13,75 µl RNase freien Wassers, 2 µl dNTP, je 100 pmol der 
Primer p40 s und p40 as, 0,25 µl RNAsin® und 2 µl Enzym Mix zugegeben. Die Reverse Tran-
skription wurde für 30 min bei 50 °C durchgeführt. Es folgte ein 15 min Inkubationsschritt bei 
95 °C zur Inaktivierung der Reversen Transkriptase und zur Aktivierung der HotStar Taq DNA 
Polymerase. Die synthetisierte cDNA wurde in 45 Zyklen amplifiziert mit jeweils 30 sec Dena-
turierung bei 94 °C, 45 sec Primer-Annealing bei 56,5 °C und 1 min Polymerisation bei 72 °C. 
Zum Abschluss folgte noch ein Extensionsschritt durch 10-minütige Inkubation bei 72 °C. 
 
3.2.2.3 nested PCR 
Um auch einzelne virale RNA-Moleküle nachweisen zu können, wurde die Methode der 
nested PCR nach VAHLENKAMP et al. (2000) angewandt. Hierbei wurden 5 µl des RT-PCR 
Produktes zu 45 µl eines Reaktionsgemisches bestehend aus 33,25 µl nukleasefreien Wassers, 5 µl 
10x Puffer, 4 µl dNTP (0.2 mM), je 100 pmol der Primer p40 nested s und p40 nested as und 
0,75 µl Taq-Polymerase zugegeben. Die DNA wurde für 2 min bei 94 °C denaturiert und über 45 
Zyklen mit je 30 sec Denaturierung bei 94 °C, 30 sec Annealing bei 55 °C und 45 sec Extension 
bei 72 °C amplifiziert. Abschließend erfolgte eine Inkubation über 10 min bei 72 °C. 
 
3.2.3  VIRUSISOLIERUNG 
Die Versuche zur Virusanzüchtung erfolgten mit dem Überstand von 10%igen 
Gehirnhomogenaten. Zu deren Gewinnung wurde 1 g Gehirngewebe (Cortex cerebri, Hippo-
campus, Bulbus olfactorius) in einem Glashomogenisator unter Zugabe von 10 ml eiskaltem 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit 2% fetalem Kälberserum (FKS) zerkleinert 
und schließlich 3 x für je 15 sec mit Ultraschall behandelt. Die Zellbestandteile wurden bei 10-
minütiger Zentrifugation bei 1000xg abzentrifugiert. Der Überstand wurde aliquotiert und bei 
-80 °C aufbewahrt. 
Zur Virusanzüchtung wurden REB-Zellen in Chamber Slides (pro Kavität 1 x 105 REB-Zellen in 
100 µl DMEM, 2% FKS) eingesät. Dann wurden pro Kavität 100 µl des Überstandes nach 
Zentrifugation eines 10%igen Gehirnhomogenats zugegeben. Sollte der Virustiter bestimmt 
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werden, wurde vorher eine Verdünnungsreihe hergestellt. Die Chamber Slides wurden nun 2 
Stunden bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. Danach wurde das Medium durch 350 µl DMEM mit 
10% FKS ersetzt, und die Slides für 10 Tage bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. Die Zellen wurden 
über 2 Stunden mit eiskaltem Aceton fixiert. 
Zur Darstellung BDV-spezifischen Antigens mittels IIFT wurden die so angefertigten Chamber 
Slides wie unter 3.2.6.1 beschrieben mit einem BDV-Immunserum der Ratte und dem 
entsprechenden FITC-markierten sekundären Antikörper gegen den Fc-Teil der Immunglobuline 
der Ratte inkubiert. War infektiöses Virus in der Probe enthalten gewesen, zeigte die infizierte 
Zellgruppe eine Fluoreszenz (= Focus). Die Titerhöhe wurde in Focus Forming Units (FFU) je 
ml angegeben.  
 
3.2.4 KLONIERUNG VON DNA IN E. COLI 
3.2.4.1 Plasmidpräparation aus E. coli 
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde nach der Minilysat-Methode 
(BIRNBOIM u. DOLLY, 1979; BIRNBOIM 1983) durchgeführt. Hierzu wurden 2 ml LB-
Medium (mit 100 µg Ampicillin/ml) mit plasmidtragenden E. coli beimpft und ü. N. bei 37 °C im 
Orbitalschüttler angezüchtet. Von den Kulturen wurde 1 ml abgenommen und 5 min bei 
6.000 rpm zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 100 µl Lösung 1 resuspendiert und 5 min 
auf Eis inkubiert. Mit Zugabe von 200 µl Lösung 2 wurde die DNA für 5 min auf Eis denaturiert 
und sodann mit 150 µl Lösung 3 neutralisiert. Diese Suspension wurde 30 min auf Eis inkubiert 
und für 10 min bei 15.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde mit 1 ml Ethanol vermischt 
und die Plasmid-DNA während einer 10-minütigen Zentrifugation bei 15.000 rpm gefällt. 
Abschließend wurde das Pellet mit eiskaltem 70%igen Ethanol gewaschen, bei 37 °C getrocknet 
und in 50 µl Aqua bidest. resuspendiert. 
 
3.2.4.2 Restriktionsverdau 
Restriktionsendonukleasen schneiden DNA sequenzabhängig und erzeugen glatte oder 
überhängende Enden. Sie können zur Analyse einer DNA-Sequenz und zur Erzeugung von 
Fragmenten für die Klonierung benutzt werden. Die Reaktionen mit den verschiedenen 
Restriktionsendonukleasen sind nach Angaben der Hersteller durchgeführt worden. 
Analytische Restriktionsverdaue wurden mit 5 µl DNA-Lösung aus einer Plasmidpräparation in 
einem Reaktionsvolumen von 15 µl und einer Reaktionsdauer von 2 Stunden durchgeführt. 
Präparative Verdaue für die Klonierung  wurden mit 15 µl Plasmid-DNA in einem Gesamtansatz 
von 50 µl ü. N. inkubiert. 
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3.2.4.3 Reinigung von DNA-Fragmenten 
DNA-Fragmente wurden im Ethidiumbromid-gefärbten Agarose-Gel durch Elektro-
phorese aufgetrennt. Die entsprechende Bande wurde dann mit einer Skalpellklinge auf einem 
Transilluminator unter UV-Licht (λ = 366 nm) ausgeschnitten. Der Gelstreifen wurde mit dem 
Skalpell zerkleinert und in ein Eppendorf-Gefäß gegeben. 
Die Agarose wurde in 1 ml Natriumiodid-Lösung bei 65 °C im Wasserbad aufgelöst. Dann 
wurden 10 µl Glasmilch zugegeben und die Suspension 10 min bei RT geschüttelt. Die Glasmilch 
wurde zusammen mit der DNA durch 2-minütige Zentrifugation bei 13.000 rpm pelletiert und 
zweimal mit 200 µl New-Waschpuffer gewaschen. Schließlich wurde das Pellet in 30 µl Aqua 
bidest. resuspendiert und 5 min bei 37 °C inkubiert. Nach Zentrifugation über 3 min bei 
13.000 rpm wurde der DNA-haltige Überstand abgenommen. 
 
3.2.4.4 Ligation 
Das Zusammenfügen von DNA-Fragmenten ist mit T4-DNA-Ligase nach dem Protokoll 
des Herstellers durchgeführt worden. Das Mengenverhältnis von Vektor-DNA zu Insert-DNA 
wurde auf 1:3 eingestellt. Die Reaktionsansätze wurden ü. N. bei 16 °C und nach nochmaliger 
Zugabe von 0,5 µl Ligase eine Stunde bei RT inkubiert. 
 
3.2.4.5 Herstellung kompetenter E.coli 
Von einer ü. N. gewachsenen E.coli-Kultur wurde 1 ml in 100 ml frisches LB-Medium 
(ohne Ampicillin) überführt und im Bakterienschüttler bei 37 °C für ca. 2 Stunden bis zu einer 
Zelldichte von etwa 3 x 108/ml vermehrt. Nun wurde die Bakterienlösung auf 50 ml-Gefäße 
aufgeteilt, für 15 min auf Eis inkubiert und dann für 10 min bei 4 °C und 2.500 rpm zentrifugiert. 
Die Zellen wurde jeweils in 25 ml eiskaltem FB-Puffer resuspendiert, erneut für 10 min auf Eis 
inkubiert und nochmals für 10 min bei 4 °C und 2.500 rpm pelletiert und dann in je 2,5 ml FB-
Puffer aufgenommen. Die Suspension wurde zu jeweils 200 µl auf Eppendorf-Gefäße verteilt, in 
flüssigen Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Zum Gebrauch wurden die Zellen 
bei RT aufgetaut und sofort zur Transformation eingesetzt. 
 
3.2.4.6 Transformation 
Die Aufnahme fremder DNA in kompetente E.coli wird durch eine Serie von 
Temperaturwechseln veranlasst. Dazu wurden 200 µl kompetenter Zellen mit 7 µl des 
Ligationsansatzes vermischt. Die Inkubationen wurden folgendermaßen durchgeführt: 30 min auf 
Eis, 90 sec bei 42 °C und 3 min bei 4 °C. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium (ohne Ampicillin) 
wurde der Ansatz für 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen für 2 min bei 
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10.000 rpm kurz abzentrifugiert. Vom Überstand wurde 1 ml verworfen, das Pellet im restlichen 
Überstand resuspendiert und auf eine Bakterienschale mit LB-Agar (mit 100 µg Ampicillin/ml) 
ausgestrichen. Die beimpfte Platte wurde ü. N. bei 37 °C bebrütet. Einzelne Kolonien wurden in 
2 ml LB-Medium (mit 100 µg Ampicillin/ml) angezüchtet und konnten sodann analysiert werden. 
 
3.2.5 HERSTELLUNG REKOMBINANTER PROTEINE 
3.2.5.1 Expression rekombinanter Proteine in E.coli und Aufreinigung 
Zur Expression rekombinanter Proteine in E.coli wurde die kodierende Sequenz des 
Fremdgens in einen Expressionsvektor hinter einen bakteriellen Promotor kloniert. Da der 
Promotor unter der Kontrolle des Lac-Operons stand, konnte die Expression des Fremdgens 
durch Zugabe von IPTG induziert werden. Das rekombinante Protein wurde mit einer Folge von 
6 Histidinen, einem sogenannten His-tag, versehen, wodurch eine effiziente Aufreinigung über 
Metall-Affinitätschromatographie möglich war. 
 
3.2.5.1.1 Analytische Expression 
Eine mit dem Expressionsplasmid transformierte E.coli-Kolonie wurde in 2 ml LB-
Medium (mit 100 µg Ampicillin/ml) ü. N. im Bakterienschüttler vermehrt. Von dieser 
Bakteriensuspension wurden 500 µl zum Beimpfen von 1,5 ml LB-Medium (mit 100 µg 
Ampicillin/ml) genutzt und 30 min im Schüttler bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 40 µl einer 
IPTG-Stammlösung zugegeben. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Inkubation im Schüttler 
(nach 2, 3, 4 und 5 Stunden) wurde jeweils 1 ml der Suspension entnommen, die Zellen durch 
dreiminütige Zentrifugation bei 3.000 rpm pelletiert und in 200 µl Puffer B durch Schütteln für 5 
min bei RT lysiert. Die Zellen wurden bei 15.000 rpm für 10 min abzentrifugiert und der 
Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Durch die Zugabe von 30 µl Nickel-NTA-
Agarose wurden Proteine mit His-tag gebunden. Nach 30-minütiger Inkubation bei RT im 
Schüttler wurde die Agarose bei 15.000 rpm für 15 sec pelletiert, 20 µl der ungebunden Proteine 
in Form des Überstandes für die Analyse im Western Blot in 10 µl Lämmli-Puffer aufgenommen 
und der restliche Überstand verworfen. Das Pellet wurde anschließend dreimal mit 200 µl Puffer 
C gewaschen und schließlich in 20 µl Puffer C + EDTA aufgenommen. Das rekombinante 
Protein wurde durch Schütteln für 2 min bei RT eluiert und von der Agarose durch 
Zentrifugation bei 15.000 rpm für 20 sec getrennt. 20 µl des Überstandes wurden in 10 µl 
Lämmli-Puffer aufgenommen und mit SDS-PAGE und Coomassie-Färbung sowie Western Blot 
auf die Expression des Fremdgens hin untersucht. 
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3.2.5.1.2 Expression rekombinanter Proteine 
Für die Herstellung und Reinigung rekombinanter Proteine mit His-tag wurden 20 ml 
LB-Medium (mit 100 µg Ampicillin/ml) mit einem durch analytische Expression (siehe 3.2.5.1.1) 
getesteten Bakterienklon beimpft und ü. N. im Schüttler angezüchtet. Die Kultur wurde nun in 
1 l LB-Medium (mit 100 µg Ampicillin/ml) überführt und 1 Stunde bei 37 °C im 
Bakterienschüttler inkubiert. Danach wurde die Expression durch Zugabe von 1 ml IPTG-
Stammlösung induziert. Nach etwa 4 Stunden (der optimale Zeitpunkt wurde durch die 
analytische Expression ermittelt) wurden die Bakterien durch 10-minütige Zentrifugation bei 
6.000 rpm (Rotor JA 14, Avanti-Zentrifuge) pelletiert. 
 
3.2.5.1.3 Reinigung von Proteinen mit His-tag unter denaturierenden Bedingungen 
Das Bakterienpellet wurde in 30 ml Puffer B aufgenommen und bei -20 °C ü. N. 
eingefroren. Nach dem Auftauen wurde die Suspension 5 min bei 37 °C geschwenkt und 
anschließend bei 15.000 rpm für 30 min (Rotor JA 25.50, Avanti-Zentrifuge) pelletiert. 
Zur Reinigung von His-tag-Proteinen ist der QiaExpress Type ATG Kit nach dem Protokoll des 
Herstellers verwendet worden. Säulen mit einem Volumen von 15 ml wurden mit 4 ml Nickel-
NTA-Agarose gefüllt, mit 20 ml Aqua bidest. gewaschen und mit 30 ml Puffer B äquilibriert. 
Nun wurde der Bakterienüberstand auf die Säule gegeben, die Säule anschließend mit 20 ml 
Puffer C gewaschen. Um den denaturierenden Harnstoff zu entfernen, wurde die Säule nach-
einander mit 10 ml Puffer C/PBS (6 M Harnstoff), 10 ml Puffer C/PBS (4 M Harnstoff), 10 ml 
Puffer C/PBS (2 M Harnstoff) und schließlich mit 10 ml PBS gespült. Nach einem weiteren 
Waschschritt mit 20 ml 20 mM Imidazol (in PBS) erfolgte die Elution des rekombinanten 
Proteins über einen Stufengradienten aus unterschiedlichen Konzentrationen von Imidazol. Es 
wurden jeweils 4 ml 125 mM, 250 mM, 500 mM und 750 mM Imidazol (in PBS) auf die Säule 
gegeben und der Durchfluss in Aliquots von jeweils 1 ml aufgefangen. Den Eluaten wurden 
jeweils 20 µl entnommen, die im Coomassie-Gel und im Western Blot auf Proteinmenge, 
Reinheit und Identität geprüft wurden. Die Proteinkonzentration wurde anschließend mit Hilfe 
des BCA Protein Assays nach Protokoll des Herstellers ermittelt. Die Proteinlösungen wurden 
bei -20 °C gelagert. 
 
3.2.5.1.4 Reinigung von Proteinen mit His-tag unter natürlichen Bedingungen 
Das Bakterienpellet wurde in 40 ml Sonifizierungspuffer aufgenommen, 5x für je 1 min 
mit Ultraschall behandelt und für 45 min bei 4.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde 
gewonnen und bei -20 °C gelagert.  
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Zur Aufreinigung sind ebenfalls die Säulen aus dem QiaExpress Type ATG Kit gemäß der 
Herstellerangaben verwendet worden. Eine Säule wurde mit 4 ml Nickel-NTA-Agarose gefüllt, 
mit 20 ml Aqua bidest. gewaschen und mit 20 ml Sonifizierungspuffer äquilibriert. Nun wurde 
der Bakterienüberstand auf die Säule gegeben und anschließend mit 20 ml 20 mM Imidazol in 
PBS gewaschen. Die Elution des rekombinanten Proteins erfolgte über einen Stufengradienten 
aus unterschiedlichen Konzentrationen von Imidazol in PBS. Es wurden jeweils 4 ml 125 mM, 
250 mM und 500 mM Imidazol in PBS auf die Säule gegeben und der Durchfluss in 1 ml-
Aliquots aufgefangen. Aus den Eluaten wurden je 20 µl entnommen, die im Coomassie-Gel und 
im Western Blot auf Proteinmenge, Reinheit und Identität geprüft wurden. Die Proteinkon-
zentration wurde anschließend mit Hilfe des BCA Protein Assays nach Protokoll des Herstellers 
ermittelt. Die Proteinlösungen wurden bei -20 °C gelagert. 
 
3.2.5.2 Elektrophorese und Nachweis von Proteinen 
3.2.5.2.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) und 
Coomassie-Färbung 
Proteine können im denaturierenden Polyacrylamid-Gel der Größe nach aufgetrennt und 
durch Färbung mit Coomassie-Brilliant-Blue dargestellt werden (LAEMMLI, 1970). Das hier 
verwendete Gel bestand aus einem 15%igen Trenngel zur Auftrennung der Proteine und einem 
darüberliegenden Sammelgel. Das Trenngel wurde sofort nach Herstellung in die vorbereitete 
Gelkammer gegossen. Nach dem Polymerisieren des Trenngels wurde das Sammelgel darüber 
gegeben. Die Proben wurden in Lämmli-Puffer aufgenommen, 5 min gekocht, 2 min bei 
15.000 rpm zentrifugiert und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in Glycin-
Laufpuffer bei 150 V für 1,5 Stunden. Danach wurde das Gel entnommen, für 5 min in 
Fixierlösung geschwenkt, mit Coomassie-Färbelösung gefärbt und nicht gebundener Farbstoff 
durch Waschen im Entfärber gelöst. Die Proteinbanden stellten sich blau dar. 
 
3.2.5.2.2 Western Blot  
Beim Western Blotting werden Proteine nach der SDS-PAGE durch ein „semi dry“-
Verfahren (KYHSE-ANDERSEN, 1984) auf eine Nitrozellulose-Membran übertragen und 
anschließend durch eine immunologische Reaktion nachgewiesen. Hierzu wurden 6 Blätter 
Filterpapier mit Anodenpuffer I und 3 Blätter mit Anodenpuffer II getränkt und auf die Blotting-
Kammer gelegt. Darauf wurden die in Aqua bidest. äquilibrierte Nitrozellulose-Membran und das 
Gel plaziert. Dann wurden 9 Lagen von in Kathodenpuffer getränktem Filterpapier aufgelegt und 
die Blotting-Kammer geschlossen. Der Transfer wurde bei 0,8 mA/cm2 für 1,5 Stunden 
durchgeführt. Die Membran wurde nun entnommen und kurz in PBS-T gewaschen. Es folgte 
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eine Inkubation über 1 Stunde in 5% Milchpulver in PBS-T. Nach dreimaligem Waschen mit 
PBS-T wurde der spezifische Antikörper 1:1000 verdünnt in PBS-T zugegeben und für 1 Stunde 
unter Schwenken inkubiert. Anschließend wurde die Membran 3x mit PBS-T gewaschen und mit 
dem biotinylierten sekundären Antikörper für 45 min. inkubiert. Nach erneuter dreimaliger 
Waschung mit PBS-T erfolgte die Inkubation mit Streptavidin-Peroxidase (1:2000 in PBS-T) über 
30 min. Die Membran wurde zweimal mit PBS-T und einmal mit PBS gewaschen und Chloro-
naphtol-Substrat zugegeben. Die Banden färbten sich violett bis schwarz. Die Reaktion wurde 
durch zweimaliges Waschen mit Aqua bidest. abgestoppt. 
 
3.2.6 SEROLOGISCHE UNTERSUCHUNG 
3.2.6.1 Indirekter Immunfluoreszenztest  
Mit Hilfe des IIFT konnten Titer antiviraler Antikörper in Serum und Liquor verschie-
dener Tierarten bestimmt sowie Virusantigen in infizierten Zellen nachgewiesen werden. 
Zum Antikörpernachweis in Seren natürlich infizierter Tiere wie Schafe und Pferde war es 
notwendig, diese Seren zur Verhinderung unspezifischer Reaktionen mit Schweineleberpulver zu 
inkubieren. Dazu wurde eine Spatelspitze Schweineleberpulver mit 1 ml PBS aufgeschwemmt 
und über die Dauer von 10 min bei RT resuspendiert. Nach Abzentrifugation und Entfernung 
des Überstandes wurden 500 µl Serum, bereits 1:5 verdünnt in 20%igem Schweineserum, zuge-
geben und mit dem Pulver vermischt für 15 min bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation für 5 min 
bei 4.500 rpm wurde das nun schon vorverdünnte Serum abpipettiert. Bei Liquor und Serum 
experimentell infizierter Tiere ist eine Adsorption an Schweineleberpulver nicht erforderlich. 
Multifachobjektträger, die subkonfluent mit BDV-MDCK-Zellen bewachsen waren, wurden zur 
Reduktion unspezifischer Reaktionen mit unverdünntem Schweineserum für 30 min bei RT 
beschichtet. Nach Titration der Seren in PBS wurden je Verdünnungsstufe 30 µl aufgetragen und 
in einer feuchten Kammer über 60 min bei 37 °C inkubiert. Durch dreimaliges Waschen in PBS 
über 5 min erfolgte die Entfernung ungebundener Antikörper. Anschließend wurden 
30 µl/Kavität des FITC-markierten sekundären Antikörpers, der gegen den Fc-Teil der 
Immunglobuline des Patientenserums gerichtet ist, in der vom Hersteller angegebenen Ver-
dünnung aufgetragen und über 1 Stunde  bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach 
zweimaligem Waschen in PBS und einmal in Aqua bidest. wurden die Objektträger unter 
Lichtschutz getrocknet und schließlich mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops ausgewertet. Der 
Antikörpertiter entsprach dem reziproken Wert der letzten Verdünnungsstufe, bei der die Zellen 
BDV-spezifische Fluoreszenzen erkennen ließen. 
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3.2.6.2 Antikörper-ELISA auf Basis rekombinanter Proteine (Ak-ELISA rP) 
Die Reihen 2 - 12 einer Mikrotiterplatte (Maxisorp®) wurden mit einem Gemisch, das zu 
gleichen Teilen aus rekombinantem p24 bzw. p40 bestand, in einer Konzentration von 5 µg/ml 
in Bicarbonatpuffer zu je 100 µl je Kavität ü. N. bei 4 °C beschichtet. Die Reihe 1 („Blank“) blieb 
bis zur Substratzugabe frei. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T wurden noch freie 
Bindungsflächen mit 200 µl Blockierungspuffer/Kavität für 1 Stunde bei 37 °C besetzt. Alle 
weiteren Inkubationen erfolgten bei 37 °C. Zwischen den einzelnen Arbeitsschritten wurden 
nicht gebundene Antikörper durch viermaliges Waschen mit PBS-T entfernt. 
Die zu untersuchenden Seren inkl. Negativ- und Positivserum wurden, beginnend mit einer 
Verdünnung von 1:20 in Blockierungspuffer, in log2-Schritten bis zu einer Verdünnung von 
1:160 weiter titriert (A - D bzw. E - H). Auf diese Weise war es möglich, 20 verschiedene 
Pferdeseren auf einer Platte zu testen. Es wurden 100 µl pro Kavität aufgetragen und über 
2 Stunden inkubiert. Das Vorhandensein BDV-spezifischer Antikörper wurde durch eine 
Inkubation über 1 Stunde mit einem AP-konjugiertem gegen den Fc-Teil der Immunglobuline 
des Pferdes gerichteten Antikörper (1:3000 in TBS-T, 100 µl je Vertiefung) nachgewiesen. Durch 
Zusatz von 100 µl pro Kavität der Substratlösung (p-NPP) konnte die Bindung sichtbar gemacht 
werden. Nach 5-minütiger Farbentwicklung bei RT wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 µl 
pro Kavität einer 3 M Natriumhydroxidlösung abgestoppt. Die anschließende Auswertung 
erfolgte durch Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlänge von 405 nm (OD405 nm). 
Dabei wurden alle gemessenen Werte um den durchschnittlichen „Blank“-Wert korrigiert. 
 
3.2.6.3 Antikörper-ELISA (Ak-ELISA RKI) 
BDV-spezifische Antikörper in Pferdeseren wurden auch mit einem von einer 
Arbeitsgruppe am Berliner Robert Koch Institut (RKI) etablierten ELISA (BODE et al., 2001) 
nachgewiesen. Die Beschichtung der Reihen 2 - 12 einer Mikrotiterplatte (Maxisorp®) erfolgte 
durch die Zugabe von 100 µl je Kavität eines Antikörpers der Ziege gegen das IgG der Maus 
(1:1000 in Bindungspuffer verdünnt) über 1 Stunde bei 37 °C. Die Reihe 1 („Blank“) blieb bis zur 
Substratzugabe frei. Nach viermaligem Waschen mit Waschpuffer wurden 100 µl/Kavität BDV-
p24- und p40-spezifische monoklonale Antikörper (je 1:500 in PBS-T) zugegeben und 1 Stunde 
bei 37 °C inkubiert. Nach erneutem viermaligem Waschen wurden pro Kavität 100 µl einer 
Antigensuspension pipettiert und bei 4 °C ü. N. inkubiert. Bei dieser Suspension handelt es sich 
um eine ultrabeschallte standardisierte Gehirnsuspension eines an der Bornaschen Krankheit 
verstorbenen Pferdes, die freundlicherweise von PD Dr. L. Bode, Robert Koch-Institut, Berlin, 
zur Verfügung gestellt wurde. Alle weiteren Inkubationen erfolgten bei 37 °C. Nicht gebundenes 
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Antigen oder nicht gebundene Antikörper wurden zwischen den einzelnen Arbeitsschritten durch 
viermaliges Waschen entfernt.  
Die zu untersuchenden Seren inkl. Negativ- und Positivserum wurden, beginnend mit einer 
Verdünnung von 1:100 in PBS-T, in log2-Schritten bis 1:800 weiter verdünnt (A - D bzw. E - H). 
So konnten auch hier 20 verschiedene Pferdeseren auf einer Platte getestet werden. Von den 
Serumverdünnungen wurden 100 µl pro Kavität aufgetragen und diese über 2 Stunde inkubiert. 
Das Vorhandensein BDV-spezifischer Antikörper wurde mit einem AP-konjugiertem gegen das 
IgG des Pferdes gerichteten Antikörper (1:3000 in TBS-T, 100 µl je Vertiefung) nachgewiesen 
(Inkubation über 1 Stunde, 37 °C). Durch Zusatz der Substratlösung (p-NPP) von 100 µl in jede 
Kavität konnte die Bindung sichtbar gemacht werden. Nach 5-minütiger Farbentwicklung bei RT 
wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 µl einer 3 M Natriumhydroxidlösung pro Kavität 
abgestoppt. Die anschließende Auswertung erfolgte durch Messung der optischen Dichte bei 
einer Wellenlänge von 405 nm. Dabei wurden alle gemessenen Werte um den durchschnittlichen 
„Blank“-Wert korrigiert. 
 
3.2.6.4 Antigen-ELISA (Ag-ELISA RKI) 
Zum Antigennachweis in Pferdeseren wurde ein ebenfalls von der Arbeitsgruppe am Berliner 
Robert Koch Institut etablierter ELISA angewendet. Die im Test verwendete Mikrotiterplatte 
(Maxisorp®) wurde von Reihe 2 - 12 mit einem Antikörper der Ziege gegen den Fc-Teil der 
Immunglobuline der Maus (1:1000 verdünnt in Bindungspuffer) beschichtet (100 µl pro Kavität) 
und für 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Die Reihe 1 („Blank“) blieb grundsätzlich bis zur 
Substratzugabe frei. Nach viermaligem Waschen mit Waschpuffer wurden 1:500-Verdünnungen 
p24- und p40-spezifischer monoklonaler Antikörper hinzugegeben (100 µl pro Kavität) und ü. N. 
bei 4 °C inkubiert. Alle nachfolgenden Inkubationen erfolgten bei 37 °C. Nicht gebundenes 
Antigen oder nicht gebundene Antikörper wurden zwischen den einzelnen Arbeitsschritten durch 
viermaliges Waschen entfernt. Im nächsten Schritt wurden die Serum- oder Plasmaproben 
(100 µl/Kavität) in den Verdünnungen 1:2, 1:4, 1:8 und 1:16 in PBS-T (Reihen 1-4 bzw. 5-8) 
aufgetragen und für 2 Stunden inkubiert. Mit der Positivkontrolle (Kavitäten A12 - D12) und der 
Negativkontrolle (Kavitäten E12 - H12) wurde gleichartig verfahren. Insgesamt können so auf 
einer Platte 20 verschiedene Seren getestet werden. Die Bindung spezifischer Antigene wurde  
durch Zugabe eines 1:1000 in PBS-T verdünnten Kaninchenhyperimmunserums (von Prof. H. 
Ludwig, Institut für Virologie, FU Berlin; 100 µl je Kavität) und  2 Stunden dauernde Inkubation 
bei 37 °C detektiert. An das Antigen gebundene Immunglobuline vom Kaninchen wurden durch 
Inkubation über 1 Stunde mit einem AP-konjugiertem Antikörper (1:3000 in TBS-T, 100 µl je 
Vertiefung) nachgewiesen. Durch Zusatz der Substratlösung (p-NPP) - 100 µl in jede Kavität - 
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konnte die Bindung sichtbar gemacht werden. Nach 5-minütiger Farbentwicklung bei RT wurde 
die Reaktion durch Zugabe einer 3 M Natriumhydroxidlösung von 50 µl pro Kavität abgestoppt. 
Die anschließende Auswertung erfolgte durch Messung der optischen Dichte bei einer 
Wellenlänge von 405 nm. Dabei wurden alle gemessenen Werte um den durchschnittlichen 
„Blank“-Wert korrigiert. 
 
3.2.6.5 ELISA zum Nachweis zirkulierender Immunkomplexe (CIC-ELISA RKI) 
Auch dieser ELISA wurde von der Berliner Arbeitsgruppe entwickelt. Die im Test 
verwendete Mikrotiterplatte (Maxisorp®) wurde von Reihe 2 - 12 mit einem Antikörper der Ziege 
gegen den Fc-Teil der Immunglobuline der Maus (1:1000 verdünnt in Bindungspuffer) 
beschichtet (100 µl pro Kavität) und für 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Die Reihe 1 („Blank“) 
blieb bis zur Substratzugabe frei. Nach viermaligem Waschen mit Waschpuffer wurden 1:500-
Verdünnungen p24- und p40-spezifischer monoklonaler Antikörper (100 µl pro Kavität) 
zugegeben und ü. N. bei 4 °C inkubiert. Alle nachfolgenden Inkubationen erfolgten bei 37 °C. 
Nicht gebundenes Antigen oder nicht gebundene Antikörper wurden zwischen den einzelnen 
Arbeitsschritten durch viermaliges Waschen entfernt.  
Im nächsten Schritt wurde die Serum- oder Plasmaproben (100 µl/Kavität) in den Verdünnungen 
1:20, 1:40, 1:80 und 1:160 in PBS-T (Reihe 1-4 bzw. 5-8) aufgetragen und für 1 Stunde inkubiert. 
Mit der Positivkontrolle (Kavitäten A12 - D12) und der Negativkontrolle (Kavitäten E12 - H12) 
wurde gleichartig verfahren. Insgesamt können auf einer Platte 20 verschiedene Seren getestet 
werden. Gebundene Immunkomplexe wurden durch eine Inkubation über 1 Stunde mit einem 
AP-konjugiertem sekundären Antikörper (1:3000 in TBS-T, 100 µl je Vertiefung) nachgewiesen, 
welcher gegen den Fc-Teil der Immunglobuline des Pferdes gerichtet ist. Durch Zusatz der 
Substratlösung (p-NPP) zu 100 µl in jede Kavität konnte die Bindung sichtbar gemacht werden. 
Nach 5-minütiger Farbentwicklung bei RT wurde die Reaktion durch Zugabe einer 3 M 
Natriumhydroxidlösung (50 µl pro Kavität) abgestoppt. Die anschließende Auswertung erfolgte 
durch Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlänge von 405 nm. Dabei wurden alle 
gemessenen Werte um den durchschnittlichen „Blank“-Wert korrigiert. 
 
3.2.7 UNTERSUCHUNG DER GEWEBE 
3.2.7.1 Nachweis viraler Antigene durch Immunhistochemie  
Entnommenes Organmaterial wurde in Biopsiekassetten verbracht und in 10%igem, nicht 
gepufferten Formalin 1-2 Tage fixiert. Anschließend erfolgte die Einbettung der Gewebe in 
Paraffin. Von den Paraffinblöcken wurden 1 µm dicke Schnitte angefertigt, auf Objektträger 
(SuperFrost®/Plus) aufgezogen und vor einem Ventilator getrocknet. Die Schnitte wurden durch 
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10- und 5-minütiges Eintauchen in Roti®-Histol entparaffiniert, gefolgt von zweimaligem 
Eintauchen in Isopropanol (je 5 min) und einmal in 96%igem Ethanol (5 min). Zur Inaktivierung 
endogener Peroxidasen wurden die Gewebeschnitte für 30 min in 0,5% H2O2 (in Methanol) 
inkubiert und anschließend über die absteigende Alkoholreihe (70 - 50 - 25% Ethanol, je 3 min) 
in Aqua bidest. (3 min) rehydriert. Die Objektträger wurden auf „Coverplates“ aufgebracht und 
in „Sequenza-Einsätze“ gesteckt. Nach einmaligem Spülen mit TBS wurden die Schnitte für 10 
min bei 37 °C mit Proteinase K (in Proteinase K-Puffer 1; 10 µg/ml) behandelt. Durch 
zweimaliges Waschen in Aqua bidest. erfolgte die Inaktivierung der Proteinase. Nun wurden die 
Gewebeschnitte mit dem monoklonalen Antikörper Bo18 bzw. mit einem polyklonalen, p24-
spezifischen Kaninchenserum (1:100 in TBS verdünnt) ü. N. bei 4 °C inkubiert. Der biotinylierte 
sekundäre Antikörper (1:100 in TBS verdünnt) gegen das IgG der Maus bzw. des Kaninchens 
wurde im „Coverplate“-System 60 min bei 37 °C mit den Schnitten inkubiert, gefolgt von 30 min 
bei 37 °C mit einem Streptavidin-POD-Konjugat (1:100 in TBS verdünnt). Zwischen den 
einzelnen Inkubationsschritten wurden die Proben mit TBS jeweils 3x über 5 min gewaschen. Als 
Substrat für die Peroxidase wurde der DAB Substrat Kit verwendet und die Farbentwicklung 
unter dem Mikroskop beurteilt. Die Färbung wurde durch Waschen in Wasser abgestoppt. Nach 
Gegenfärbung mit der Färbelösung nach Papanicolaou und nach Dehydrierung über die 
aufsteigende Ethanolreihe (50 - 70 - 80 - 96%, je 3 min), Isopropanol 2x 3 min, Xylol 2x 5 min 
wurden die Gewebeschnitte mit dem Eindeckautomaten Tissue Tek auf Xylolbasis im Institut für 
Veterinär-Pathologie, Veterinärmedizinische Fakultät der Universität Leipzig, eingedeckt. 
 
3.2.7.2 Nachweis viraler RNA mittels nicht-radioaktiver in situ Hybridisierung  
3.2.7.2.1 Herstellung DIG-markierter dsDNA-Sonden 
Zum Nachweis viraler RNA in infizierten Organen wurde für p24 und p40 jeweils eine 
DIG-markierte Sonde mit Hilfe der PCR hergestellt. Als Template diente jeweils ein Plasmid, das 
die aus einem Schaf isolierten cDNA-Abschnitte des Nukleoproteins bzw. des Phosphorproteins 
enthält. Es wurden jeweils die nested-Primer (siehe 3.1.3.4) genutzt, um ein Fragment mit einer 
Länge von 281 bp bei p40 und einer Länge von 196 bp bei p24 herzustellen. Von der 
entsprechenden Template-DNA wurden 10 µl zu einem Reaktionsgemisch zugegeben, bestehend 
aus 72 µl Aqua bidest., 10 µl 10 x PCR-Puffer, 5 µl 10 x DIG dNTP, jeweils 1 µl sense- und 
antisense-Primer (100 pmol/µl) und 1 µl Taq DNA Polymerase. Die PCR erfolgte in einem 
TouchDown Thermal Cycler. Nach 2-minütiger Denaturierung bei 95°C folgten 40 Zyklen mit 
jeweils 30 sec bei 94 °C, 30 sec bei 55 °C und 30 sec bei 72 °C. Abschließend wurde für 10 min 
bei 72 °C inkubiert und der Ansatz auf 15 °C gekühlt. 5 µl des PCR-Produktes wurden durch 
Elektrophorese im Agarose-Gel und nachfolgend im Southern-Blot analysiert. 
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3.2.7.2.2 Analyse der DIG-markierten Sonden mit modifiziertem Southern-Blotting 
Die PCR-Produkte wurden aus dem Agarose-Gel auf eine Nitrozellulose-Membran 
geblottet und eingebaute DIG-dUTP's durch eine enzymatische Reaktion nachgewiesen. Der 
Blot wurde nach kurzer Äquilibrierung der Nitrozellulose-Membran in Aqua bidest. wie in 
Abbildung 2 dargestellt zusammengebaut. Der Transfer fand ü. N. statt. Die auf die Membran 
aufgebrachte DNA wurde anschließend 1 min unter der UV-Lampe fixiert und luftgetrocknet. 
Die Membran wurde dann in Puffer 2 im Hybridisierungsofen blockiert (2 h bei 68 °C) und mit 
Anti-DIG-AP (verdünnt 1:10000 in Puffer 2) bei RT über 45 min inkubiert. Nach 2x 10 min 
Waschen in Maleatpuffer erfolgte eine Äquilibrierung in Puffer 3 über 5 min. Die Nitrozellulose-
Membran wurde durch Inkubation in NBT/BCIP-Substratlösung im Dunkeln entwickelt; danach 
wurde die Farbreaktion durch zweimaliges Waschen in Puffer 4 abgestoppt. 
        
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.7.2.3 In situ Hybridisierung 
Die Schnitte wurden wie unter 3.2.7.1 beschrieben angefertigt, entparaffiniert und über die 
absteigende Alkoholreihe rehydriert. Zur Reduzierung von Hintergrundsignal und Unterstützung 
der nachfolgenden proteolytischen Behandlung wurden die Schnitte bei 70 °C in 2x SSC 
inkubiert (15 min) und anschließend kurz in Aqua bidest. gewaschen. Die Objektträger wurden 
mit Tris (100 mM + 50 mM EDTA) auf „Coverplates“ aufgebracht und in „Sequenza-Einsätze“ 
gesteckt. Die Schnitte wurden dann mit Proteinase K in einer Konzentration von 10 µg/ml (in 
Proteinase K-Puffer) bei 37 °C behandelt (10 min), 2x in Aqua bidest. gewaschen, gefolgt von 5 
min in 96% Ethanol und anschließend luftgetrocknet. Die Schnittgrenzen wurden mit „Easi 
Seal“-Rahmen abgegrenzt. Für die Hybridisierung wurde die virusspezifische, DIG-markierte 
dsDNA-Sonde (500 ng/ml) mit Heringssperma-DNA (500 µg/ml) und Formamid (50%) 
gemischt, für 5 min im Wasserbad gekocht und dann auf Eis gestellt. Zu diesem Ansatz wurden 
Abbildung 2: Aufbau der Southern-Blot Apparatur 
Gewicht
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3 MM Filterpapier 
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4x SSC, 50x Denhardt`s Lösung und 5%ig Dextransulfat gegeben, der gesamte Ansatz 
anschließend mit einer Pipette auf den Schnitt verbracht und zur Verhinderung der Aus-
trocknung mit einem „Coverslip“ abgedeckt. Die Objektträger wurden dann für 10 min auf einen 
auf 95°C vorgeheizten „in situ Block“ (TouchDown Thermalcycler) zur Denaturierung der DNA 
verbracht. Die Hybridisierung fand ü. N. in einer feuchten Kammer bei 33 °C auf dem 
Hybridisierungsblock statt. Anschließend wurden zur Entfernung unspezifisch gebundener 
Sonde 3 Waschschritte durchgeführt: 2x 10 min 2x SSC bei RT, 1 x 10 min 0,1x SSC bei 45 °C.  
Vor der Antikörperbindung wurden die Schnitte für 30 min mit Äquilibrierungspuffer (Puffer 1 
mit 5% BSA [2%ig] und 0,3% Triton X-100) in einer feuchten Kammer inkubiert. Anti-DIG-AP 
wurde in einer Verdünnung von 1:100 in Äquilibrierungspuffer auf den Schnitt aufgetragen. 
Nach Inkubation in einer feuchten Kammer über 60 min erfolgte 2x 15 minütige Waschung in 
Puffer 1 und kurz in Puffer 3. Anschließend wurden die Schnitte mit NBT/BCIP Substratlösung 
im Dunkeln bei RT gefärbt. Nach ausreichender spezifischer Färbung, deren Beurteilung unter 
dem Mikroskop erfolgte, wurde die Reaktion in Wasser abgestoppt. Dehydrierung über die 
aufsteigende Ethanolreihe und Eindeckung der Gewebeschnitte erfolgten wie unter 3.2.7.1 
beschrieben. 
 
3.2.8 STATISTISCHE ANALYSE 
Zum Vergleich der Prävalenzen von Antikörpern, Antigenen, Immunkomplexen und 
viraler RNA zu den verschiedenen Zeitpunkten der Blut- bzw. Harnentnahme wurde der c2-Test 
für nominale Daten bei einer angenommenen Irrtumswahrscheinlichkeit von <0,05 verwendet. 
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4 ERGEBNISSE 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die natürliche BDV-Infektion bei den Hauptwirten Pferd 
und Schaf untersucht. Im Vordergrund des Interesses standen die intra vitam Diagnostik, die 
Ausbreitung des Virus im Organismus und damit mögliche Wege der Virusausscheidung und       
-übertragung. Um diese Fragen zu klären, war es im Vorfeld notwendig, geeignete Nachweis-
verfahren für die BDV-Infektion zu etablieren bzw. Methoden anderer Arbeitsgruppen an die 
eigenen Bedingungen anzupassen.  
 
4.1 ETABLIERUNG VON NACHWEISVERFAHREN 
 
4.1.1 IMMNUHISTOCHEMIE  
Um einen Einblick über das Vorkommen des BDV in den einzelnen Organen zu 
erhalten, wurden den Tieren post mortem Organproben entnommen, in Formalin fixiert, in Paraffin 
eingebettet und anschließend mittels eines immunhistologischen Nachweisverfahrens (siehe 
3.2.7.1) auf das Vorhandensein viraler Antigene in den Zellen untersucht. Dabei wurden Antigen-
positive Zellen im Lichtmikroskop anhand ihrer dunkelbraunen Färbung identifiziert. 
 
4.1.2 NICHT-RADIOAKTIVE IN SITU HYBRIDISIERUNG  
Die Technik der nicht-radioaktiven ISH stellt eine wesentliche Erweiterung der in der BD-
Diagnostik zur Anwendung kommenden Methodik dar. Über Ergebnisse der RT-PCR 
hinausgehend ist es damit auch möglich, das BDV-Genom in einzelnen Zelltypen bzw. Geweben 
nachzuweisen. Dabei interessierte vor allem die Frage, ob die Infektion auf neurale Zellen 
beschränkt bleibt oder ob auch extraneurale Gewebe wie die Parenchyme infiziert werden. 
Hiervon wird Aufschluss über potentielle Ausscheidungswege erwartet, wie z. B. über die Niere 
in den Harn, über die Parotis in den Speichel oder über die Tränendrüse in die Tränenflüssigkeit. 
 
Dazu wurden zunächst zwei mit Digoxigenin (DIG) markierte BDV-spezifische Sonden 
homolog zur Nukleotidsequenz des p40 bzw. des p24 hergestellt (siehe 3.2.7.2.1). Die Analyse 
der PCR-Produkte im Agarose-Gel zeigte spezifische Banden mit einer Größe von 281 bp (p40) 
bzw. 196 bp (p24). In Abbildung 3 A ist das unterschiedliche Laufverhalten von nicht-markierten 
und DIG-markierten PCR-Produkten ersichtlich. Im Southern-Blot wurden die eingebauten 
DIG-markierten Nukleotide nachgewiesen (Abb. 3, B). 
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Um die Spezifität und die Sensitivität der Sonde zu testen, wurde der Nachweis viraler RNA 
mittels ISH in mit BDV experimentell infizierten Ratten geführt. Die Bindung der BDV-
spezifischen Sonden an die RNA von BDV wurde dabei in einer Substratreaktion nachgewiesen. 
Eine Färbung der Zellen im Gewebeschnitt zeigte das Vorhandensein viraler RNA in den Zellen 
an. In Gehirnschnitten scheininfizierter Ratten konnte keine Bindung der Sonden festgestellt 
werden, was für deren Spezifität spricht. Der Vergleich mit den Ergebnissen der IHC zeigte in 
seriellen Gehirnschnitten eines infizierten Tieres eine weitestgehend identische Verteilung der 
Zellen mit viraler RNA und mit viralen Antigenen (Abb. 4, A u. C).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3: A: Agarose-Gel-Elektrophorese von unmarkierten p40 (Spur 1) bzw. p24 (Spur 
3) und DIG-markierten p40 (Spur 2) und p24 (Spur 4) PCR-Produkten. Die DIG-markierten 
PCR-Produkte zeigen ein verlangsamtes Laufverhalten. Spur M: λHaeIII-Marker. B: Nachweis 
der DIG-Markierung der PCR-Produkte mittels Southern-Blot. Spuren 1 und 3: unmarkierte 
PCR-Produkte, Spuren 2 und 4: DIG-markierte Produkte. 
Abbildung 4: Vergleich zwischen IHC und ISH im Hippocampus von Ratten. 
Nachweis viraler Antigene mittels IHC bei einer infizierten (A) und bei einer schein-
infizierten Ratte (B). Nachweis viraler RNA mittels ISH bei einer infizierten (C) und bei einer 
scheininfizierten Ratte (D, leichte Anfärbung mit HE). 
BA C D
M          1            2           3           4               M         1            2           3          4
272 bp
223 bp
A B
352 bp
460 bp
535 bp
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4.1.3 ANTIKÖRPERNACHWEIS IM ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA) 
Bei einer BDV-Infektion werden die viralen Proteine p24 und p40 in großen Mengen 
exprimiert und induzieren als Hauptbestandteile des S-Antigens nicht neutralisierende 
Antikörper. Um diese Antikörper in Pferdeseren nachzuweisen, wurde ein indirekter ELISA 
entwickelt, bei dem eine Platte mit hoher Bindungsfähigkeit mit BDV-spezifischen 
rekombinanten Proteinen (p24 und p40) beschichtet wird. Die im Serum vorhandenen und gegen 
diese Proteine gerichteten Antikörper werden gebunden und können in einem nächsten Schritt 
über den mit alkalischer Phosphatase (AP) konjugierten sekundären Antikörper vermittelten 
Substratumsatz detektiert werden. Die Entwicklung dieses Testsystems erfolgte nach allgemein 
anerkannten Grundsätzen wie sie im „Guide to Solid Phase“ bei ROWELL (1999) dargestellt 
sind. Wegen der Vielzahl der durchgeführten Untersuchungen wird in den folgenden Kapiteln 
auf die Darstellung der Einzelergebnisse zur Entwicklung des ELISA-Systems verzichtet. 
 
4.1.3.1 Herstellung rekombinanter Proteine 
4.1.3.1.1 Plasmide für die Expression von p24 und p40 in E.coli 
Mittels Expression der Gene für p24 und p40 in E.coli wurden mit Hilfe des Vektors 
pQE-32 Fusionsproteine hergestellt, die am N-terminalen Ende der viralen Proteine vor einem 
Gly-Ile-Arg-Linker ein RGS-His-Epitop mit sechs Histidinen enthalten, welche eine effiziente 
Aufreinigung der Proteine ermöglichten. 
Die kodierenden Sequenzen wurden in einer PCR mit den Primern p24s-PaeI/p24as-KpnI bzw. 
p40s-PaeI/p40as-KpnI (siehe 3.1.3.4) und dem Plasmid pTopo-p24 bzw. pTopo-p40 als 
Template amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden mit PaeI und KpnI geschnitten und in den 
ebenfalls mit diesen Enzymen verdauten Vektor pQE-32 kloniert. 
 
        pHisp24-E. coli/pHisp40-E. coli 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5:  Schema der Expressionsplasmide für His-p24 und His-p40 in E.coli.  
Graue Pfeile: Kodierende Sequenzen. Schraffierte Boxen: Regulatorische Sequenzen. 
 Met    Arg     Gly   Ser    His    His  His   His   His   His     Gly     Ile     Arg    Met
ATG  AGA  GGA  TCT  CAC  CAT  CAC  CAT  CAC  CAT  GGG  ATC  CGC  ATG 
Lac/T5- 
Promotor 
RGS- 
His 
Epitop 
p24 bzw. 
p40 Terminator 
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4.1.3.1.2 Expression von p24 und p40 in E.coli 
Das Phosphoprotein p24 und das Nukleoprotein p40 wurden zur Erhöhung der Protein-
ausbeute im E.coli-Stamm SG 13009 exprimiert. Zur Aufreinigung der Proteine wurden beide mit 
einem His-tag versehen und über Metall-Affinitätschromatographie konzentriert und gereinigt. 
Ziel war es, die Proteine in ihrer natürlichen Konformation herzustellen. Deshalb wurde zunächst 
auf den Einsatz denaturierender Puffer verzichtet. Das Nukleoprotein ließ sich sehr gut unter 
natürlichen Bedingungen reinigen (Abb. 6, A), während eine Aufreinigung unter denaturierenden 
Bedingungen kaum eine Proteinausbeute zur Folge hatte (Abb. 6, B). Bei p24 kam es allerdings 
unter natürlichen Bedingungen zur Präzipitation in der Nickel-Agarose, wodurch sich das Protein 
nicht mehr eluieren ließ (Abb. 6, C). So konnte p24 nur unter Beteiligung von Harnstoff 
aufgereinigt werden (Abb. 6, D). Die einzelnen Schritte der Reinigung der Expressionsprodukte 
von pHisp24-E.coli und pHisp40-E.coli wurden über SDS-PAGE mit anschließender 
Coomassie-Färbung überprüft (Abb. 6). Die Konzentration beider Proteine nach der Auf-
reinigung aus 1 Liter Bakteriensuspension wurde mit Hilfe des BCI-Kits bestimmt und beträgt im 
250 mM-Eluat (4 ml) bei p24 0,2 mg/ml und bei p40 0,4 mg/ml. Auf Spezifität wurden beide 
rekombinanten Proteine im Western Blot getestet (ohne Abb.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 6: Analyse der Expression rekombinanter Proteine, Coomassie Färbung  
A: p40-Aufreinigung unter nativen Bedingungen. B: p40-Aufreinigung unter denaturierenden 
Bedingungen. C: p24-Aufreinigung unter nativen Bedingungen. D: p24-Aufreinigung unter 
denaturierenden Bedingungen. Spur M: Molekulargewichtsmarker. Spur 1: lysierte Bakterien 
nach Induktion. Spur 2: ungebundene Proteine. Spur 3: Waschen mit 20mM Imidazol. Spur 
4-6: Eluat bei 125 mM (Spur 4), bei 250 mM (Spur 5) und bei 500 mM Imidazol (Spur 6). 
 
M       1       2       3       4       5       6 M      1       2       3       4       5       6
M       1        2        3      4        5       6 M      1        2       3       4       5       6
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4.1.3.2 Optimale Antigenkonzentration und Optimierung der Blockierungsmethode 
Die optimale Konzentration der rekombinanten Proteine für die Beschichtung der 
Mikrotiterplatte wurde in einer Kreuztitration mit dem monoklonalen Antikörper Bo18 bzw. 
einem polyklonalen Anti-p24-Kaninchenserum ermittelt. Bei beiden Antigenen wurde eine 
optimale Reaktion bei einer Konzentration von ca. 5 µg/ml beobachtet (Daten nicht gezeigt). 
Außerdem wurden verschiedene Blockierungsmethoden getestet. Freie Bindungsflächen wurden 
für 1 Stunde bei 37°C entweder mit 5% Milchpulver (verdünnt in PBS), mit 10% Milchpulver 
(verdünnt in PBS), mit 2% BSA (verdünnt in PBS) oder mit 10% Ziegenserum (verdünnt in PBS) 
blockiert. Alle vier Methoden führten zu einer vergleichbar guten Blockierung noch freier 
Bindungsflächen auf der Platte, so dass in weiteren Versuchen aus ökonomischen Gründen mit 
einer Blockierung mit 5% Milchpulver gearbeitet wurde. 
 
4.1.3.3 Serumverdünnung und Konjugat 
Wie aus der Literatur hervorgeht, kommen BDV-Ak oft nur in niedrigen Titern im Serum 
vor. Eine Anforderung an das Testsystem war deshalb, Pferdeserum auch in niedriger Ver-
dünnung einsetzen zu können, ohne dass unspezifische Reaktionen die Ergebnisse verfälschen. 
Äußerst wichtig für die Vermeidung unspezifischer Reaktionen war die richtige Wahl des 
Konjugats. Eine Entwicklung über Peroxidase vermittelten Substratumsatz brachte zwar höhere 
Extinktionswerte, jedoch waren gerade bei niedrigen Serumkonzentrationen verstärkt 
unspezifische Bindungen zu beobachten. Analog zu den ELISA-Systemen, die vom RKI 
entwickelt worden waren, konnten die spezifischsten Ergebnisse bei Verwendung eines mit 
alkalischer Phosphatase konjugierten Antikörpers erreicht werden. Mit dieser Methode waren die 
Pferdeseren ab einer Verdünnung von 1:20 analysierbar (Daten nicht gezeigt). Die Durchführung 
des ELISAs ist unter 3.2.6.2 in Einzelheiten beschrieben. 
 
4.1.3.4 Kreuzreaktionen 
Um Kreuzreaktionen der Pferdeseren gegen mögliche Kontaminanten der rekombinanten 
Proteine wie z.B. zelluläre E.coli-Proteine auszuschließen, wurde eine Mikrotiterplatte zum einen 
mit E.coli-Proteinen, zum anderen mit einem fremden rekombinanten Protein (VP4 des Aviären 
Polyomavirus, zur Verfügung gestellt von Dr. Reimar Johne, Institut für Virologie der Veterinär-
medizinischen Fakultät der Universität Leipzig) beschichtet, um einen Einfluss des His-tags zu 
analysieren. Die E.coli-Antigene wurden analog zu den rekombinanten Proteinen hergestellt. Die 
Vektorkontrolle, d. h. eine mit dem Expressionsplasmid pQE-32 transformierte E.coli-Kolonie, 
die kein Insert (p24 o. p40) enthielt, wurde angezüchtet, mit IPTG induziert, nach 4 Stunden 
abzentrifugiert, sonifiziert und über den QiaExpress Type ATG Kit aufgereinigt. Verschiedene 
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im BDV-spezifischen Ak-ELISA reagierende Pferdeseren wurden auf der so beschichteten Platte 
getestet. Keines der Seren zeigte eine Kreuzreaktivität zu den E.coli-Antigenen oder zum VP4 des 
Kontrollvirus (vgl. Anhang 2).  
 
4.1.3.5 Auswertung des Ak-ELISAs rP 
Um die Reaktivität eines Serums im ELISA feststellen zu können, muss der Schwellen-
wert („Cut off“-Wert) berechnet werden. Zu dessen Bestimmung wurden bei jedem Testansatz 
negative Referenzseren mitgeführt. Der „Cut off“-Wert für ein reaktives Testergebnis berechnet 
sich aus dem arithmetischen Mittelwert der gemessenen OD-Werte von „Negativseren“ (nach 
Abzug des „Blank“-Wertes) plus der vierfachen Standardabweichung (vgl. Anhang 2). Bei den 
„Negativseren“ handelt es sich um Seren, die von klinisch unauffälligen Pferden stammten und in 
allen zur Anwendung kommenden Untersuchungen regelmäßig negative Ergebnisse lieferten. 
 
4.1.3.6 Validierung des Ak-ELISAs rP   
 Zur Validierung wurden die mit dem entwickelten Ak-ELISA rP erhaltenen Ergebnisse 
mit den Ergebnissen aus anderen Testverfahren verglichen. Dazu wurden sowohl Seren von 
klinisch erkrankten Pferden mit immunhistologisch bestätigter BD (vgl. zum Teil 4.3) als auch 
von Pferden ohne Hinweise auf eine BDV-Infektion mittels indirektem Immunfluoreszenztest (s. 
3.2.6.1) und mit ELISA-Systemen (s. 3.2.6.3-5) untersucht, welche vom Robert Koch Institut 
entwickelt worden sind. Die Ergebnisse dieser Studie sind im Anhang 3 aufgeführt und ergaben 
für den Ak-ELISA rP eine positive Korrelation zum Standardverfahren des IIFT. So waren in 
allen bereits im IIFT positiven Pferdeseren Ak nachweisbar, wobei die Titerstufen größtenteils 
ein- bis dreimal höher lagen als im IIFT. Gleichzeitig wurden bei drei Blutproben Ak nach-
gewiesen, die im IIFT nicht reaktiv waren. Diese Pferde zeigten auch mit den anderen ELISA-
Systemen positive Reaktionen. Wie von den französischen Kollegen zu erfahren war, stammten 
die Proben von erkrankten Pferden mit zentralnervösen Symptomen. In Frankreich wurden die 
Proben mittels Western Blot und eigenem ELISA mit vergleichbaren Ergebnissen getestet (G. 
Dauphin, persönliche Mitteilung).  
 
4.1.4 NACHWEIS VIRALER RNA IM HARN 
Für den Nachweis viraler RNA im Harn galt es zunächst, eine geeignete 
Isolierungsmethode zu finden. Harn ist eine weitestgehend zellfreie Flüssigkeit, und es muss 
davon ausgegangen werden, dass Harn reich an Stoffen ist, die möglicherweise die PCR negativ 
beeinflussen würden, sogenannte PCR-Inhibitoren.  
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In einem ersten Versuch wurde der QIAamp Viral RNA Mini Kit ausgewählt, welcher nach 
Angaben des Herstellers speziell für zellfreie Flüssigkeiten und für die Isolierung aus Urinproben 
etabliert worden war. In diesem Versuch wurde Pferdeharn mit einem in vitro hergestellten RNA-
Standard (ENBERGS, 1999) verschiedener Konzentration versetzt. Die Nukleinsäuren wurden 
mit o. g. Kit isoliert und anschließend über RT-PCR und nested PCR amplifiziert. Die 
Titrationsexperimente ergaben, dass sich mit dieser Methode 10 Moleküle in vitro hergestellter 
RNA reproduzierbar nachweisen lassen (Abb. 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In einer zweiten Versuchsreihe wurde diese Methode mit Pferdeharn überprüft, der nicht nur mit 
einem RNA-Standard, sondern mit infizierten MDCK-Zellen versetzt worden war. Gleichzeitig 
wurde die RNA-Isolierung und -Amplifikation der so präparierten Harnproben bei verschie-
denen Lagerungsbedingungen (sofortige Isolierung, Lagerung bei Raumtemperatur, bei 4 °C, 
-20 °C bzw. -80 °C) und Vorbehandlungen der Harnprobe (ohne Vorbehandlung, versetzt mit 
Lysispuffer bzw. Behandlung der Probe mit Ultraschall) analysiert. Um die Amplifikation besser 
veranschaulichen zu können, wurde die RT-PCR mit SYBR Green I (Invitrogen, Niederlande) in 
einem Real-Time Cycler durchgeführt. SYBR Green I ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich 
unspezifisch in Doppelstrang-DNA einlagert. Nach einer bestimmten Zahl von PCR-Zyklen 
übersteigt die Reporterfluoreszenz in Abhängigkeit von der Zahl der Ausgangskopien die Hinter-
grundfluoreszenz. Dieser Zeitpunkt wird auch als „Treshold Cycle“ (Ct) bezeichnet. Die emit-
tierte Fluoreszenz ist direkt proportional zur Menge an gebildeter DNA und steigt wie auch die 
Menge an DNA exponentiell bis zum Erreichen des Maximums an.  
Aus Abb. 8 wird deutlich, dass sich unabhängig von der Aufbereitung der Probe (Vorbehandlung 
mit Ultraschall oder mit Lysispuffer) eine Lagerung über einen Tag bei Raumtemperatur negativ 
äußert (Abb. 8, Nr. 2 und 6). Im Vergleich zur sofort isolierten Probe (Abb. 8, Nr. 1 und 10) ist 
eine messbare Amplifikation erst ca. 9 Zyklen später zu verzeichnen, was auf eine Degradierung 
A B
1         2        3        4         5        6         7     8         9       M M      1        2       3       4       5       6        7      8        9       M
281 bp
Abbildung 7: Agarose-Gel-Elektrophorese von p40-RT-PCR (A)- und p40-nested PCR (B)-
Produkten von Pferdeharnproben, die RNA-Standard verschiedener Konzentration enthielten.
Spur 1-3: 1 Molekül p40-RNA. Spur 4-6: 10 Moleküle p40-RNA. Spur 7-8: 100 Moleküle p40-
RNA. Spur 9: Aqua (Negativkontrolle). Spur M: Molekulargewichtsmarker λ HaeIII. 
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der in der Probe vorhandenen Nukleinsäuren schließen lässt. Eine Lagerung bei -20 °C oder 
kälter bringt bei den verwendeten Methoden vergleichbare Ergebnisse. Wegen des geringeren 
Kontaminationsrisikos wurden im weiteren Verlauf der Untersuchungen die frischen 
Harnproben in dem vom Kit-Hersteller mitgelieferten Lysispuffer aufgenommen und so, bereits 
vorbereitet für die RNA-Isolierung, bei -20 °C gelagert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2 UNTERSUCHUNGEN ZUR EPIZOOTIOLOGIE BEI SCHAFEN 
 
4.2.1 ANAMNESE 
In einem Bestand mit 25 Schafen der Rasse Heidschnucke verstarben 1997 sechs Tiere an 
einer zentralnervösen Erkrankung. In histologischen und immunhistochemischen Unter-
suchungen konnte die BD nachgewiesen werden.  
Die untersuchte Herde befand sich in Oberfranken und damit am Rande des mitteldeutschen 
Endemiegebiets der BD. Sie bestand aus durchschnittlich 25 Tieren (ein Schafbock) und hatte 
M     0     1     2     3    4     5     6     7     8     9    10   M
No. Colour Bemerkung Ct
0 sofort isoliert 13,63
1 sonifiziert, sofort isoliert 14,86
2 sonifiziert, Lagerung bei RT 22,45
3 sonifiziert, Lagerung bei 4°C 19,33
4 sonifiziert, Lagerung bei -20°C 15,89
5 sonifiziert, Lagerung bei -80°C 16,87
6 in Lysispuffer, Lagerung bei RT 20,02
7 in Lysispuffer, Lagerung bei 4°C 15,59
8 in Lysispuffer, Lagerung bei -20°C 15,02
9 in Lysispuffer, Lagerung bei -80°C 16,01
10 BDV-MDCK in PBS, sonifiziert, sofort isoliert 13,71
11 Harnprobe ohne BDV-MDCK, sofort isoliert
Abbildung 8: p40-RT-PCR von Pferdeharnproben versetzt mit BDV-MDCK-Zellen.  
Die Amplifikation der einzelnen Produkte wird durch die steigende Fluoreszenz von SYBR 
Green I deutlich, welches sich an Doppelstrang-DNA anlagert (oben). Die Amplifikate 
wurden in der Agarose-Gel-Elektrophorese visuell überprüft (links unten). 
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keinen Kontakt zu anderen Schafen oder zu Pferden. Zukäufe erfolgten während des 
Untersuchungszeitraumes nicht. Die Tiere waren unter guten Haltungsbedingungen in einem 
Stall untergebracht und hatten Zugang zu insgesamt drei Weiden in Waldnähe. Verstärkter 
Parasitenbefall wurde bei den Tieren nicht beobachtet. Eine Untersuchung der Weiden auf 
Zecken verlief mit negativem Ergebnis. 
Von den Tieren dieser Herde wurden von 1998 bis 2001 regelmäßig EDTA-Blut- und 
Serumproben gewonnen. Diese wurden auf das Vorhandensein BDV-spezifischer Antikörper 
und viraler RNA in den Leukozyten des peripheren Blutes untersucht (siehe 4.2.2 und 4.2.3). 
Nach Aussage des Tierhalters zeigte im Juli 1999 das Schaf 15 blau Symptome der BD, wobei 
Ataxie am deutlichsten zu beobachten war. Das Tier war 15 Monate alt und wurde nach 
einwöchigem progressivem Krankheitsverlauf vom Gehöft-Tierarzt euthanasiert. Teile dieses 
Tieres standen für weitere virologische Untersuchungen zur Verfügung. Daraufhin wurden die 
drei Schafe mit messbaren BDV-spezifischen Antikörpern (5 rot, 33 lila, 48 grün) aus der Herde 
entfernt und in der Medizinischen Tierklinik der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität 
Leipzig aufgestallt. Dort wurden sie über einen Zeitraum von sechs Monaten, währenddessen sie 
keine klinischen Anzeichen einer Erkrankung zeigten, regelmäßig beprobt und untersucht. 
 
4.2.2 ANTIKÖRPERNACHWEIS MITTELS IIFT  
Die Untersuchungen der Seren auf BDV-spezifische Antikörper ergaben im Jahr 1998 
eine Antikörper-Prävalenz von 12,7%, 1999 von 12%, 2000 von 17,6% und 2001 von 4% (vgl. 
Anhang 4). Die Titer lagen zwischen 1:20 und 1:160. Bei den Probenentnahmen im Mai und Juli 
zeigten signifikant mehr Tiere BDV-spezifische Antikörper als bei den Blutentnahmen am 
Jahresende. Besonders auffällig war dies im Mai 2000, wo die Anzahl der Antikörper-positiven 
Schafe mit 9 von 25 Tieren (36%) signifikant höher war als bei anderen Blutentnahmen. Die 
höchsten Titer wurden ebenfalls im Mai bzw. Juli erreicht. 
Das 1998 und 1999 in allen Blutuntersuchungen negativ getestete Schaf 15 blau erkrankte im Juli 
1999 an der BD. Zum Zeitpunkt der Euthanasie konnten weder im Serum noch im Liquor 
cerebrospinalis Antikörper mit dem IIFT nachgewiesen werden. Die drei zu dieser Zeit 
seropositiven Tiere (5 rot, 33 lila, 48 grün) zeigten während des sechsmonatigen Untersuchungs-
zeitraumes in Leipzig einen konstanten Antikörperspiegel im Serum mit Titern von 1:10 bis 1:20. 
Im Liquor gelang der Antikörpernachweis bei diesen Tieren jedoch nicht (Tabelle 3). 
 
 
 
 
Kapitel 4  Ergebnisse 
 
 
 
51
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.3 RNA-NACHWEIS IN DEN LEUKOZYTEN 
Vergleichbar zur hohen Anzahl an Antikörper-positiven Schafen im Mai und Juli wurden 
bei der Untersuchung der Proben vom Frühjahr und Sommer auch mehr positive Ergebnisse mit 
der RT-PCR erzielt als von Proben, die im Oktober genommen wurden (Anhang 4). Allerdings 
konnte für diese Beobachtung keine statistische Signifikanz festgestellt werden. So wurde p40-
spezifische BDV-RNA im Juli 1998 bei 1 von 23 Tieren (4,3%), im Mai 2000 bei 9 von 25 Tieren 
(36%) und im Oktober 2000 bei 2 von 25 Tieren (8%) nachgewiesen. Interessanterweise stieg im 
Mai 2000 im Vergleich zu anderen Blutungszeitpunkten die Anzahl positiver RNA-Nachweise in 
den Leukozyten signifikant an. Zu diesem Zeitpunkt wurde auch die höchste Antikörper-
Prävalenz in der Herde beobachtet. Trotzdem besaßen nur 3 von 9 (33%) RT-PCR positive Tiere 
BDV-spezifische Antikörper.  
Die Empfindlichkeit der zur Anwendung gekommenen Methode war ausreichend, um 10 Ge-
nomäquivalente zu detektieren (Daten nicht gezeigt, vgl. Abb. 7). 
Bei den drei aus der Herde entfernten, serologisch positiven Schafen konnte zu keinem 
Zeitpunkt virale RNA in der Leukozytenfraktion detektiert werden (Tabelle 3). 
Des Weiteren wurden insgesamt 15 Lämmer von seropositiven Müttern und 4 Lämmer von 
Müttern mit positiven BDV-RNA Nachweis ca. 3-5 Monate nach der Geburt auf das Vor-
handensein viraler RNA in der Leukozytenfraktion getestet. Alle Lämmer waren nach der RT-
PCR negativ. 
 
 
 
 
Abbildung 9: Indirekter Immunfluoreszenztest. Permanent mit BDV infizierte MDCK-Zellen: 
(A) inkubiert mit Serum des Schafbockes vom Mai 2000 in der Verdünnung 1:40. Der Pfeil 
zeigt die typische granuläre Fluoreszenz in den Zellkernen. (B) inkubiert mit einem negativen 
Schafserum (6 weiß, siehe Anhang 4) in der Verdünnung 1:20. 
A                           B
Kapitel 4  Ergebnisse 
 
 
 
52
Leukozyten Harn Auge Nase Speichel
p40 p40/p24 p40/p24 p40/p24 p40/p24
5 rot Sep 99 -/- -/- -/- -/-
Okt 99 1:20 - - -/- -/- -/- -/-
Nov 99 -/- -/- -/- -/-
Dez 99 1:10 - - -/- -/- -/- +/-
33 lila Sep 99 -/- -/- -/- -/-
Okt 99 1:10 - - -/- -/+ -/- -/-
Nov 99 -/- -/- -/- -/-
Dez 99 1:10 - - -/- -/- -/- -/-
Feb 00 -/- -/- -/- +/-
Mrz 00 -/- -/- -/- -/+
48 grün Sep 99 -/- -/- +/+ -/-
Okt 99 1:20 - - -/- -/- -/- -/-
Nov 99 -/- -/- -/- -/-
Dez 99 1:10 - - -/- -/- +/- +/-
Feb 00 -/- +/- -/- -/-
Mrz 00 -/- -/+ -/+ -/-
virale RNA
LiquorPlasma
Antikörper
Schaf Datum
4.2.4 UNTERSUCHUNGEN ZUR AUSSCHEIDUNG DES BDV 
4.2.4.1 Untersuchung von Tupferproben 
Tupferproben von Auge, Nase und Speichel der drei von der Herde isolierten serologisch 
positiven Schafe wurden auf das Vorhandensein viraler RNA untersucht. Die Ergebnisse der RT-
PCR sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Bei allen drei Tieren konnte mindestens ein positiver 
Nachweis geführt werden. Die meisten positiven Ergebnisse stammten von Nasenabstrichen, 
insbesondere vom Schaf 48 grün. In diesen Proben konnten im September 1999 sowohl die p24- 
als auch die p40-codierende Sequenz nachgewiesen werden, wohingegen bei allen anderen 
Proben nur eine von beiden Sequenzen gefunden wurde. Virusisolierungsversuche aus den 
Tupferproben mit REB-Zellen blieben wiederholt negativ. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 3: Serologische und molekularbiologische Untersuchungen bei drei BDV-
infizierten Schafen, welche über 6 Monate in der MTK aufgestallt worden waren. 
Antikörpertiter wurden im IIFT ermittelt, indem permanent mit BDV infizierte MDCK-
Zellen mit verschiedenen Plasma- bzw. Liquorverdünnungen inkubiert wurden. Nachweis 
viraler RNA (p40- und p24-Sequenz) in Tupferproben von Auge, Nase, Speichel, in den 
Leukozyten und im Harn mittels RT-PCR. 
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4.2.4.2 Untersuchung von Harnproben 
Von den drei in Leipzig aufgestallten Schafen wurde außerdem in regelmäßigen 
Abständen Spontanharn gewonnen und mittels nested RT-PCR auf das Vorkommen viraler 
RNA untersucht. Zu keinem Zeitpunkt konnte bei den Schafen im Harn das BDV-Genom 
nachgewiesen werden (Tabelle 3). 
 
4.2.5 UNTERSUCHUNGEN ZUR VERTEILUNG DES BDV IM INFIZIERTEN ORGANISMUS 
Die Organe des erkrankten Schafes 15 blau wurden mittels IHC untersucht. Die drei 
serologisch positiven Schafe 5 rot, 33 lila und 48 grün wurden nach sechsmonatigem 
Beobachtungszeitraum in der Medizinischen Tierklinik der Veterinärmedizinischen Fakultät der 
Universität Leipzig euthanasiert. Ihre Organe wurden sowohl mittels IHC als auch mittels ISH 
analysiert. 
 
4.2.5.1 Nachweis viraler Antigene mittels Immunhistochemie  
Die Gehirnschnitte des Schafes 15 blau ergaben bereits bei der histologischen Unter-
suchung nach HE-Färbung den Befund einer geringgradigen nichteitrigen Polioencephalo-
myelitis, gekennzeichnet durch gering- bis mittelgradig verstärkte perivaskuläre Lymphozytenan-
sammlungen insbesondere in Bereichen des Hippocampus und der Hirnrinde (Abb. 10 A). 
Immunhistochemisch konnte nur das BDV-p24-Antigen in Neuronen des Cortex cerebri, des 
Hippocampus, sowie in Purkinjezellen des Kleinhirns nachgewiesen werden (Abb. 10 B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 10: Histologische und immunhistochemische Untersuchung von Paraffin-
schnitten des Gehirns von Schaf 15 blau. B und C: Gegenfärbung mit Papanicolaou. 
A: Gering- bis mittelgradige perivaskuläre Lymphozytenansammlung (Pfeil) im 
Hippocampus, HE-Färbung. B: Immunhistochemisch konnten unter Verwendung eines 
polyklonalen anti-BDV p24 Kaninchenserums antigenhaltige Purkinjezellen (Pfeil) in der 
Ganglienzellschicht im Kleinhirn nachgewiesen werden. C: Mit einem negativen Kaninchen-
serum war keine Reaktion zu beobachten. 
A B C
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Von den drei asymptomatischen, serologisch positiven Schafen (siehe Tab. 3) wurden ebenfalls 
die Gehirne immunhistochemisch untersucht. Trotz Analyse verschiedener Gehirnareale (Bulbus 
olfactorius, Cortex cerebri, Hippocampus, Cerebellum, Medulla oblongata) war es nicht möglich, 
bei Verwendung des p40-spezifischen monoklonalen Antikörpers Bo 18 bzw. eines gegen p24 
gerichteten polyklonalen Kaninchenserums eindeutig positive Signale zu erhalten. Lediglich beim 
Schaf 48 grün wurde bei Benutzung des polyklonalen gegen p24 gerichteten Kaninchenserums 
eine schwachpositive Reaktion im Hirnstamm beobachtet (ohne Abb.). 
 
4.2.5.2 Nachweis viraler RNA mittels nicht radioaktiver in situ Hybridisierung  
Von den drei serologisch positiven, jedoch klinisch unauffälligen Schafen wurden 
Paraffinschnitte verschiedener Gewebe des ZNS, der harnableitenden Organe sowie großer 
innerer Organe wie Herz, Lunge, Leber und Milz mittels ISH untersucht. Die Untersuchungen 
verliefen alle mit negativem Ergebnis. Nur das Schaf 48 grün, bei welchem bereits p24-
spezifisches Ag in der IHC nachweisbar war, zeigte im Hirnstamm infizierte Neuronen und 
Purkinjezellen. Dabei konnte sowohl p24- als auch p40-spezifische RNA in den Zellen 
nachgewiesen werden (Abb. 11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.5.3 Nachweis viraler RNA mittels RT-PCR 
Lediglich bei dem erkrankten Schaf 15 blau konnten in verschiedenen Gehirnabschnitten 
wie Hippocampus und Bulbus olfactorius BDV-spezifische Nukleinsäuren detektiert werden. 
Dagegen verlief der Nachweis der p40-kodierenden Region mittels RT-PCR in allen untersuchten 
Geweben der drei serologisch positiven Schafe mit negativem Ergebnis.  
 
 
A B C
Abbildung11: Nachweis viraler RNA mittels ISH im Hirnstamm des Schafes 48 grün. 
A: Verwendung einer p24-spezifischen DIG-markierten Sonde. B: Verwendung einer p40-
spezifischen DIG-markierten Sonde. C: Bei einem nicht-infizierten Schaf konnte mit beiden 
Sonden keine Reaktion beobachtet werden.
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4.2.6 VIRUSISOLIERUNG 
Aus 10%igen Gehirnhomogenaten des erkrankten Schafes 15 blau wurde eine Virus-
isolierung versucht. Kokultivierungsexperimente des Gehirnhomogenats mit REB-Zellen oder 
mit Oligozellen (H. Ludwig, persönliche Mitteilung) ergaben nach der zweiten und dritten 
Passage schwachpositive Ergebnisse im IIFT. Der Versuch, das Virus in Zellkultur zu isolieren, 
gelang jedoch nicht.  
 
4.2.7 SEQUENZANALYSE 
Von dem an der BD verstorbenen Schaf 15 blau wurden aus Gehirnisolaten die für p40, 
p10, p24, p16 und p56 kodierenden Regionen mittels RT-PCR amplifiziert, in das Plasmid 
pCR 2.1-Topo kloniert und anschließend sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit ver-
schiedenen publizierten Sequenzdaten sowohl von Pferden als auch von Schafen stammender 
Isolate verglichen.  
Die Sequenzanalyse dieser Regionen ergab zu den Referenzstämmen Strain V und He/80 
Homologien zwischen 97,2 und 98,5% bzw. zwischen 94,7 und 98,1% (Tabelle 4).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 4: Vergleichende Analyse der Sequenzen von Schaf 15 blau, von Isolaten aus Pferden 
(Strain V und He/80) und Schafen.  
Zahlen in Klammern geben die prozentuale Abweichung von der Schafsequenz 15 blau an 
(Gendatenbank-Nr.: AY066023). Nt: Nukleotide. AS: Aminosäuren.  
a: Gendatenbank-Nr.: U94883. b: Gendatenbank-Nr.: U94884. c: Gendatenbank-Nr.: U94885. 
d: Sequenz aus BINZ et al. (1994). e: Gendatenbank-Nr.: U94875 (p40), U94876 (p24), U94877 
(p16) und U94878 (p56). 
Nt AS Nt AS Nt AS Nt AS Nt AS
Strain V 18 (1.6) 1 (0.3) 6 (2.3) 2 (2.3) 9 (1.5) 4 (2.0) 12 (2.9) 1 (0.7) 35 (2.3) 7 (1.4)
He/80 56 (5.4) 3 (0.8) 5 (1.9) 2 (2.3) 12 (2.0) 2 (1.0) 14 (3.3) 0 54 (3.6) 8 (1.6)
Schaf S1a - - - - 14 (2.3) 2 (1.0) - - - -
Schaf S2b - - - - 4 (0.6) 3 (1.5) - - - -
Schaf S6c - - - - 5 (0.8) 4 (2.0) - - - -
Schaf 1d - - - - 16 (2.6) 1 (0.5) - - - -
Schafe 42 (3.8) 3 (0.8) 17 (2.8) 1 (0.5) 13 (2.9) 0 60 (3.9) 4 (0.8)
p16 p56
Anzahl von Austauschen gegenüber der Sequenz von Schaf 15 blau in:
Isolat p40 p10 p24
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Die größte Sequenzhomologie bestand innerhalb der Gene von p40 und p16, wo die 
verschiedenen Isolate auf Ebene der Aminosäuren nur um 0 - 0,8% voneinander differierten. Im 
Vergleich zu den Referenzstämmen, die beide ursprünglich von erkrankten Pferden stammen, 
konnte zu den Isolaten aus Schafen keine größere Übereinstimmung ermittelt werden. 
Die aus der Nukleotidsequenz abgeleitete Aminosäuresequenz von p56 des Schafes 15 blau ergab 
Mutationen im Vergleich zu den Pferdeisolaten Strain V (P→L [Pos. 3], V→A [Pos. 17], S→R 
[Pos. 60], S→N [Pos. 68], T→A [Pos. 220], A→V[Pos. 234], S→G [Pos. 296]) und He/80 (S→F 
[Pos. 7], Q→R [Pos. 21], S→R [Pos. 60], S→N [Pos. 68], S→P [Pos. 242], K→R [Pos. 245], 
M→V [Pos. 282]). Bis auf die Mutationen an Position 296 (Strain V) und 282 (He/80) befinden 
sich alle Änderungen im N-terminalen Teil des p56, welcher die Anheftung des BDV an zelluläre 
Oberflächenrezeptoren vermittelt und damit wichtig für den Viruseintritt in die Zelle ist. 
Die komplett sequenzierten p24-Gene aus Gehirnisolaten von Pferden und Schafen wurden 
miteinander verglichen. Es zeigte sich, dass die meisten Nukleotidaustausche nicht zufällig 
verteilt sind, sondern sich auf bestimmte Positionen in der Sequenz beschränken. In Tabelle 5 
sind Austausche in der Nukleotidsequenz für die Positionen 1386, 1478, 1493, 1658, 1667, 1697, 
1709 und 1751 dargestellt. Auffallend ist, dass die Veränderungen einiger, wenn auch weniger 
Positionen speziesabhängig zu sein scheinen. So kommen Austausche an Position 1658 vorzugs-
weise beim Pferd vor, wohingegen an Position 1667, 1697, 1709 und 1751 Austausche nur bei 
den Schafsequenzen beobachtet wurden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 5: Verteilung von Nukleotidaustauschen in der p24-kodierenden Region. 
a: SCHNEIDER et al. (1994), Gendatenbank-Nr. : S67507. b: BINZ et al. (1994). c: Gendaten-
bank-Nr.: U94883 (S1), U94884 (S2), U94885 (S6). d: Gendatenbank-Nr. : AY066023.  
*: typische Austausche an Position 1386, 1478, 1493, 1658, 1667, 1697, 1709 und 1751. 
1383-1388 1476-1481 1491-1496 1695-1700 1707-1712 1749-1754
      *  *      *      *      *      *     
Pferd WT-1a GCA  CTG CTG  TCG CTT  ATC GAT  CGC AAG  ACA GAC  CTC
U94868 .  .  .   T .  . .  .  .   .  .  . .  . A  .  .  . .  .  .   .  .  . .  .  .   .  .  . .  .  .   .  .  .
1-2b .  .  .    .  .  . .  .  .   .  .  . .  . A  .  .  . .  .  .   .  .  . .  .  .   .  .  . .  .  .   .  .  .
2-1b .  .  .   T .  . .  .  .   .  .  . .  . A  .  .  . .  .  .   .  .  . .  .  .   .  .  . .  .  .   .  .  .
3b .  .  .   T .  . .  .  .   .  .  . .  . A  .  .  . .  .  .   .  .  . .  .  .   .  .  . .  .  .   .  .  .
4b .  .  .   T .  . .  .  .   .  .  . .  . A  .  .  . .  .  .   .  .  . .  .  .   .  .  . .  .  .   .  .  .
Schaf S1c .  .  .    .  .  . .  .  .   .  .  . .  .  .   .  .  . .  .  .   .  .  . .  . A  .  .  . .  . T  .  .  .
S2c .  .  .   T .  . .  .  .   .  .  . .  . A  .  .  . .  .  .   .  .  . .  .  .   .  .  . .  .  .   .  .  .
U94876 .  .  .    .  .  . .  . A  .  .  . .  .  .   .  .  . .  . C  .  .  . .  . A  .  .  . .  . T  .  .  .
S6c .  .  .   T .  . .  .  .   .  .  . .  . A  .  .  . .  .  .   .  .  . .  .  .   .  .  . .  .  .   .  .  .
15 blaud .  .  .   T .  . .  .  .   .  .  . .  . A  .  .  . .  .  .   .  .  . .  .  .   .  .  . .  .  .   .  .  .
1b .  .  .    .  .  . .  . A  .  .  . .  .  .   .  .  . .  . C  .  .  . .  . A  .  .  . .  . T  .  .  .
Tierart
Isolat bzw. Nr. 
in der Gen- 
datenbank
Position in der Sequenz
1656-1667
.  .  .   .  .  .    .  .  .    .  . A
.  .  .   .  .  .    .  .  .    .  .  . 
.  .  .   .  .  .    .  .  .    .  .  . 
.  .  .   .  .  .    .  .  .    .  .  . 
.  .  .   .  .  .    .  .  .    .  .  . 
.  .  .   .  .  .    .  .  .    .  .  . 
.  .  .   .  .  .    .  .  .    .  . A
.  . T  .  .  .    .  .  .    .  .  . 
         *                              *   
.  .  .   .  .  .    .  .  .    .  .  . 
.  .  .   .  .  .    .  .  .    .  .  . 
.  . T  .  .  .    .  .  .    .  .  . 
GAC  AGC  ATC  AGG
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4.3 UNTERSUCHUNGEN ZUR EPIZOOTIOLOGIE BEI PFERDEN MIT 
KLINISCHER BORNA DISEASE 
 
4.3.1 ANAMNESE 
Aus dem Patientengut der Medizinischen Tierklinik wurden 15 Pferde zur Untersuchung 
ausgewählt, die mit der klinischen Verdachtsdiagnose der BD in den Jahren 1999 bis 2001 
eingeliefert worden waren. In den Vorberichten der überweisenden Tierärzte wurden häufig 
folgende Symptome genannt: Abgeschlagenheit, zunehmende Somnolenz, Inappetenz, Störungen 
des Bewegungsablaufes und Verhaltensstörungen. Die Tiere wurden serologisch mit dem IIFT 
auf das Vorhandensein von Antikörpern untersucht. Aufgrund der Schwere der Erkrankung 
wurden die Pferde meist kurze Zeit nach ihrer Aufnahme in die Klinik (durchschnittlich nach 5-8 
Tagen) euthanasiert. Durch die pathohistologische und immunhistologische Untersuchung 
konnte der klinische Verdacht der BD in 14 Fällen bestätigt werden. Bei einem Tier (S 487/00) 
konnte post mortem die BD mit Sicherheit ausgeschlossen werden. Die Proben dieses Pferdes 
wurden daher bei den weiteren Untersuchungen als Negativkontrollen mitgeführt. Eine 
Zusammenfassung der untersuchten Pferde findet sich im Anhang 5. 
 
4.3.2 ANTIKÖRPERNACHWEIS MITTELS IIFT  
Bei 9 der insgesamt 13 untersuchten Pferde (von zwei Tieren standen Seren nicht zur 
Verfügung) konnten BDV-spezifische Antikörper nachgewiesen werden, in 8 Fällen im Serum, in 
einzelnen Fällen auch im Liquor. Die beobachteten Titer lagen zwischen 1:4 und 1:640, ohne 
dass ein Bezug zur klinischen Symptomatik oder zur Krankheitsdauer erkennbar gewesen wäre. 
Bei drei Pferden (S 210/00, S 227/00, S 211/01) konnten keine Antikörper detektiert werden, 
obwohl der immunhistologische Nachweis BDV-spezifischer Antigene im Gehirn gelang. 
 Die Ergebnisse der Untersuchung der Seren und der Liquorflüssigkeit auf BDV-spezifische 
Antikörper sind in Anhang 5 zusammengefasst. 
 
4.3.3 RNA-NACHWEIS IN DEN LEUKOZYTEN 
Bei 4 Pferden wurden die Leukozyten auf die Anwesenheit von p40-spezifischer BDV-
RNA untersucht. Bei einer Nachweisempfindlichkeit von 10 Molekülen (VAHLENKAMP et al., 
2000) erwiesen sich drei Pferde (S 415/99, S 498/99, S 574/00) als positiv. Diese hatten sich 
auch serologisch und immunhistologisch als positiv erwiesen. Wie nicht selten beobachtet, war 
Pferd S 574/00 in einer Untersuchung negativ, in einer anderen – vier Wochen später – jedoch 
positiv (vgl. Anhang 5). 
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4.3.4 UNTERSUCHUNGEN ZUR AUSSCHEIDUNG DES BDV 
4.3.4.1 Untersuchung von Tupferproben 
Tupferproben von Auge, Nase und Speichel konnten aufgrund des im Allgemeinen sehr 
schnellen Krankheitsverlaufs nur vom Pferd S 574/00 genommen werden, da dieses Pferd einen 
eher untypischen, protrahierten Krankheitsverlauf zeigte. In den in April und Mai 2000 
genommenen Tupfern konnte keine BDV-spezifische RNA nachgewiesen werden. In bereits im 
März 2000 entnommenen Abstrichen des Auges und des Speichels war allerdings p24-spezifische 
RNA nachweisbar (Daten nicht gezeigt). 
 
4.3.4.2 Untersuchung von Harnproben 
Von 8 Pferden war es möglich, einmalig auch Harnproben auf das Vorhandensein des 
BDV-Genoms mit Hilfe der nested RT-PCR zu untersuchen. Bei einer Nachweisgrenze von 10 
RNA-Molekülen (siehe Vorversuch, 4.1.4) erbrachten alle Untersuchungen ein negatives Ergeb-
nis (Anhang 5).  
 
4.3.5 UNTERSUCHUNGEN ZUR VERTEILUNG DES BDV IM INFIZIERTEN ORGANISMUS 
4.3.5.1 Nachweis viraler Antigene mittels Immunhistochemie  
Um Aufschluss über die Verteilung des Virus im Organismus zu erhalten, wurden sieben 
Pferde (S 498/99, S 210/00, S 227/00, S 527/00, S 574/00, S 611/00, S 732/00) hinsichtlich 
ihrer klinischen Symptomatik, der Krankheitsdauer und der serologischen Befunde ausgesucht. 
Ihre Organe wurden auf das Vorhandensein viraler Antigene immunhistochemisch untersucht. 
So zeigten zwei Tiere einen eher perakuten bis akuten Krankheitsverlauf (S 527/00, S 732/00), 
Antikörper waren im Liquor und Serum vorhanden. Bei vier Pferden (S 498/99, S 210/00, 
S 227/00, S 611/00) wurde die typische BD beobachtet mit einer Krankheitsdauer von über 6-15 
Tagen, wobei bei zwei Pferden keine Antikörper nachgewiesen werden konnten (S 210/00, 
S 227/00). Die trächtige Stute S 574/00 zeigte dagegen einen langanhaltenden protrahierten 
Verlauf über mehrere Monate mit Phasen der Besserung. Antikörper konnten in niedrigen Titern 
über lange Zeit in Serum und Liquor nachgewiesen werden. Die Organe des Fohlens dieser Stute 
wurden teilweise ebenfalls in die Untersuchungen aufgenommen. Die Ergebnisse sind in 
Anhang 6 zusammengefasst. Daraus wird deutlich, dass bei allen an BD erkrankten Pferden 
BDV-p40-Antigen in verschiedenen Gehirnarealen nachweisbar ist – zu 100% im Hippocampus, 
zu 85,7% im Bulbus olfactorius, zu 100% in der Großhirnrinde, zu 71% im Kleinhirn und zu 
57% in der Medulla oblongata. Bei dem Fohlen des Pferdes S 574/00 konnten in den 
verschiedenen Gehirnabschnitten keine BDV-spezifischen Antigene detektiert werden. Bei zwei 
Tieren (S 611/00, S 732/00) wurde die Netzhaut untersucht. Bei beiden gelang dabei der 
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Nachweis viraler Antigene (Abb. 12). Des Weiteren konnte p40 bei 4 von 5 Tieren im Nervus 
opticus nachgewiesen werden. In anderen Nerven – dem Plexus brachialis, dem Nervus femoralis 
und dem Nervus ischiadicus – waren immunhistochemisch keine Antigene detektierbar. In 
potentiellen Ausscheidungsorganen für BDV wie z. B. dem gesamten harnableitenden System, 
der Parotis und der Tränendrüse gelang der Nachweis BDV-spezifischer Antigene nicht.  
 
4.3.5.2 Nachweis viraler RNA mittels nicht radioaktiver in situ Hybridisierung  
Analog zur immunhistochemischen Untersuchung wurden die Organe der 7 Pferde (Anhang 6) 
auch auf das Vorhandensein viraler RNA in den Geweben getestet. Die Ergebnisse der ISH 
korrespondieren mit den Ergebnissen der IHC, allerdings sind die detektierten positiven 
Reaktionen i.d.R. schwächer als bei dem Antigennachweis wie ein Beispiel in Abbildung 12 zeigt. 
Infizierte Zellen wurden nur in Geweben neuronalen Ursprungs beobachtet. In Parenchymzellen 
gelang der Nachweis viraler Nukleinsäuren nicht. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3.5.3 Nachweis viraler RNA mittels RT-PCR 
Mit der nested RT-PCR konnten zusätzlich zu den Geweben, die bereits in der ISH 
positiv reagierten, BDV-spezifische Nukleinsäuren in folgenden Organen nachgewiesen werden: 
Abbildung 12: BDV-spezifischer Ag- und RNA-Nachweis in Geweben des Pferdes S 611/00.
obere Reihe: IHC mit dem p40-spezifischen monoklonalen Ak Bo18. 
untere Reihe: ISH mit p24- und p40-spezifischer Sonde, entwickelt mit DAB. 
A, D: Cerebellum, infizierte Purkinjezelle (Pfeil).  B, E: N. opticus, infizierte Axone (Pfeil). 
C, F: Retina, Infektion der Opticusganglienzellen (Pfeil). 
A B C
D E F
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bei 2 von 8 Tieren (25 %) in der Harnblase,  bei 3 von 4 Tieren (75 %) in der Tränendrüse, bei 4 
von 6 Tieren (66 %) in der Ohrspeicheldrüse, bei 2 von 5 Tieren (40 %) in den Mandeln, bei 1 
von 7 Tieren (14,3 %) im Nervus femoralis, bei 1 von 8 Tieren (12,5 %) in der Niere, bei 2 von 6 
Tieren (33 %) im Herzen, bei 2 von 6 Tieren (33 %) in der Leber, bei 1 von 6 Tieren (16,7 %) in 
der Milz und bei 2 von 6 Tieren (33 %) in der Lunge (Anhang 6). 
 
4.3.6 SEQUENZANALYSE 
Die Stute S574/00 zeigte einen eher protrahierten Krankheitsverlauf über mehrere 
Monate mit zwischenzeitlichen Phasen der Besserung der klinischen Symptome. Um den Erreger 
genauer charakterisieren zu können, wurde aus Gehirnisolaten die für p40, p10, p24, p16 und p56 
kodierenden Regionen mittels RT-PCR amplifiziert, anschließend sequenziert und mit verschie-
denen, sowohl vom Pferd als auch vom Schaf 15 blau stammenden Isolaten verglichen.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Sequenzanalyse dieser Regionen ergab zu den Referenzstämmen Strain V und He/80 
Homologien zwischen 96,5-98,7% bzw. 95,4-98,3% (Tabelle 6). Die größte Sequenzhomologie 
bestand innerhalb des p40- und des p16-Gens, wo die verschiedenen Isolate – abgesehen von 
dem Isolat aus Österreich (No/98) – auf Ebene der Aminosäuren nur um 0-0,7% voneinander 
differierten. Die Abweichungen zu dem Schafisolat lagen in einem ähnlichen Bereich wie die zu 
den Pferdeisolaten. Eine Häufung von Nukleotidaustauschen innerhalb bestimmter Sequenz-
bereiche wurde nicht beobachtet. Die sequenzierten Abschnitte des BDV lassen demnach keine 
Besonderheiten erkennen, die den protrahierten Krankheitsverlauf des Pferdes erklären würden. 
Tabelle 6: Vergleichende Analyse der Sequenz von Pferd S574/00 und Isolaten vom Pferd 
(Strain V, He/80, WT-1 und No/98) sowie vom Schaf 15 blau. Zahlen in Klammern 
geben die prozentuale Abweichung von der Pferdesequenz S574/00 an. 
a: Sequenz aus SCHNEIDER et al. (1994), Gendatenbank-Nr. S67502 (p40) und S67507
(p24). b: Gendatenbank-Nr. AJ311524. c: Gendatenbank-Nr. AY066023. Nt: Nukleotide. 
AS: Aminosäuren. 
Nt AS Nt AS Nt AS Nt AS Nt AS
Strain V 22 (3.4) 0 3 (1.3) 3 (3.9) 21 (3.5) 4 (2.0) 12 (2.8) 1 (0.7) 21 (3.2) 1 (0.5)
He/80 21 (3.3) 0 4 (1.7) 4 (5.3) 18 (3.0) 2 (1.0) 11 (2.6) 0 30 (4.6) 1 (0.5)
WT-1a 6 (0.9) 1 (0.5) - - 10 (1.7) 1 (0.5) - - - -
No/98b 111 (17.4) 6 (2.8) 21 (9.1) 15 (19.7) 74 (12.2) 6 (3.0) 49 (11.4) 2 (1.4) 113 (17.5) 9 (4.5)
Schaf 15 blauc 29 (4.5) 1 (0.5) 2 (0.9) 1 (1.3) 18 (3.0) 2 (1.0) 14 (3.3) 0 26 (4.0) 0
Isolat
Anzahl von Austauschen gegenüber der Sequenz von Pferd S 574/00 in:
p40 p10 p24 p16 p56
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4.4 UNTERSUCHUNGEN ZUR EPIZOOTIOLOGIE BEI KLINISCH UNAUF-
FÄLLIGEN PFERDEN AUS DEM ENDEMIEGEBIET 
 
4.4.1 ANAMNESE 
In einer zweiten Studie wurden unauffällige Pferde aus Beständen, in denen in der 
Vergangenheit die BD aufgetreten war, klinisch, serologisch wie auch molekularbiologisch über 
einen längeren Zeitraum untersucht. Aus den Krankenakten der Medizinischen Tierklinik wurde 
ersichtlich, dass sehr viele an BD erkrankte Pferde aus dem Saale-Unstrut Gebiet stammen. Über 
die betreuenden Tierärzte konnte der Kontakt zu den Besitzern solcher Bestände hergestellt und 
in einer ersten Untersuchungsreihe der Status präsens ermittelt werden. Dazu wurde das Blut von 
46 Pferden auf BDV-spezifische Antikörper, Antigen und auf spezifische virale RNA in den 
Leukozyten untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 zusammengefasst. Die geographische 
Lage der einzelnen Bestände ist im Anhang 7 gezeigt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mit Hilfe dieser Ergebnisse und aufgrund der Vorgeschichte der Betriebe wurden insgesamt 17 
Pferde für die Langzeitstudie ausgewählt. Wegen der Problematik der Harngewinnung bei 
Hengsten bzw. Wallachen handelte es sich vorzugsweise um Stuten. Die anamnestisch erhobenen 
Angaben sind im Folgenden kurz zusammengestellt: 
Pferd Antikörper-Titer Antigen-Titer RNA-Nachweis Pferd Antikörper-Titer Antigen-Titer RNA-Nachweis
lfd. Nr. IIFT ELISA nested RT-PCR lfd. Nr. IIFT ELISA nested RT-PCR
Bestand 1 24 - 1:2 -
1 - - - 25 - 1:64 -
2 - ? - Bestand 5
3 - 1:4 - 26 - 1:128 -
4 - ? - 27 - 1:2 -
Bestand 2 28 - 1:8 +
5 - - - 29 - - -
6 - - - Bestand 6
7 - - - 30 - 1:64 -
8 1:10 - - 31 - - -
9 - - - 32 - 1:8 -
10 ? - - 33 - - -
11 - - - Bestand 7
Bestand 3 34 - - -
12 - - - 35 - - -
13 - - - Bestand 8
Bestand 4 36 - - -
14 - - - 37 - - -
15 - - - 38 - - -
16 - - - 39 - - -
17 - - - 40 - - -
18 - - - 41 - - -
19 - - - 42 - - -
20 - - - 43 - - -
21 - - - 44 - - -
22 - 1:8 - 45 - - -
23 - 1:2 - 46 - - -
Tabelle 7: Status präsens der Pferde im Endemiegebiet „Saale-Unstrut“ im Februar 2002. 
Die Antikörperbestimmung erfolgte mittels IIFT unter Verwendung permanent mit BDV 
infizierter MDCK-Zellen. Der Antigen-ELISA erfasst die beiden Hauptantigene p24 und 
p40. Mittels nested RT-PCR wurden die Leukozyten auf p40-spezifische RNA untersucht. 
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Bestand 1: 
In diesem Betrieb sind seit 1968 vier Pferde an der BD erkrankt. Der erste Fall trat in den 70er 
Jahren auf. Es handelte sich um ein zugekauftes Tier, das bereits im Alter von 2 Jahren an BD 
verstarb. Die beiden Folgefälle traten in den 80er Jahren bei selbst gezogenen Pferden auf. 
Davon zeigte ein Tier einen protrahierten, teilweise mit Rekurrenz einhergehenden 
Krankheitsverlauf mit sich entwickelnder Blindheit. Der letzte Bornafall trat im Oktober 2001 bei 
einem 15 Jahre alten Wallach auf. Im Bestand wurde bis 1990 gegen die BD geimpft. Bis etwa zur 
gleichen Zeit (1989/1990) wurden in unmittelbarer Nähe zu den Pferden Kaninchen gehalten. 
Die Pferde sind unter guten Haltungsbedingungen in Einzelboxen untergebracht. Im Sommer 
stehen sie auf der Koppel, wo sie auch Kontakt zu anderen Pferden haben. Für die weiteren 
Untersuchungen wurde das Pferd Nr. 3 ausgewählt. Dies ist eine 9-jährige Schimmelstute, die als 
3-Jährige aus der Altmark zugekauft wurde und zur Zucht verwendet wird. 
Bestand 2: 
In diesem Betrieb ist 1994 ein Pferd an BD gestorben. Der Bestand besteht hauptsächlich aus 
Kleinpferden, die in einem heruntergekommenen alten Kuhstall in Anbindehaltung 
untergebracht sind. Zusammen mit den Pferden werden außerdem noch drei Schweine gehalten. 
Auf dem Hof finden sich zudem noch unzählige Hühner, Gänse, Tauben, Finken, Puten sowie 
Kaninchen, Hunde und Katzen. Die Pferde werden für Kutsch- und Kremserfahrten genutzt und 
stehen im Sommer auf der Koppel. Für die weiteren Untersuchungen wurden die zwei einzigen 
Stuten des Bestandes (Nr. 9 und 10, beides Haflinger) ausgewählt, die beide ca. 1997 zugekauft 
wurden und etwa 10-11 Jahre alt sind. 
Bestand 3: 
In diesem Kleinbestand (ausschließlich Ponyhaltung) gibt es seit über 20 Jahren Probleme mit der 
BD. Allein 1996 sind zwei Ponies an BD gestorben. Daraufhin wurde der alte Stall völlig 
weggerissen und ein neuer gebaut. Die beiden Ponies wurden im Herbst 2001 gekauft, die Stute 
wurde in weiteren Untersuchungen hinsichtlich ihres BD-Status beobachtet. 
Bestand 4: 
In vier Jahren (1998-2002) sind in diesem Bestand drei Pferde an BD gestorben. Die Pferde sind 
an drei verschiedenen Standorten in Einzelboxen untergebracht, wobei die Besetzung innerhalb 
der Standorte zirkuliert. Im Sommer stehen große Koppelweiden zur Verfügung. Für die 
Langzeitstudie wurden folgende Warmblutstuten ausgewählt: 
Nr. 16: Brauner, 4 Jahre, Halbschwester zu Rappen, der 1998 an BD verstarb 
Nr. 17: Fuchs, 3 Jahre, selbst gezogen 
Nr. 18: Fuchs, 3 Jahre, selbst gezogen 
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Nr. 22: Fuchs, 18 Jahre, selbst gezogen, Vollschwester zu einem 1999 an BD verstorbenen Fuchs 
Nr. 24: Brauner, 14 Jahre, Mutter von einem im Jahr 2000 an BD verstorbenen Braunen 
Nr. 25: Fuchs, 14 Jahre, selbst gezogen, Mutter von BD-Rappen (1998) und von Nr. 17 und 18. 
Die beiden letzen Pferde (Nr. 24 u. 25) fohlten während des Untersuchungszeitraumes, so dass 
auch die Fohlen geblutet werden konnten, um eine Aussage zur vertikalen Übertragung treffen zu 
können. Die Fohlen wurden mit 24a bzw. 25a bezeichnet. 
Bestand 5: 
Die Tiere sind in einem neuen Stall mit geräumigen Einzelboxen untergebracht. Bisher sind keine 
Probleme mit der BD aufgetreten. Der Stall ist allerdings nur ca. 500 m vom Bestand 4 entfernt. 
Für weitere Studien wurde eine 7-jährige Fuchsstute (Nr. 26), eine 8-jährige braune Warmblut-
stute (Nr. 27), sowie der 19-jährige Wallach (Nr. 28) – das einzige Pferd, bei dem im Vorversuch 
virale RNA im Blut nachweisbar war – ausgewählt. Alle drei Pferde wurden aus Beständen der 
näheren Umgebung (Altmark, Memleben bzw. Laucha) zugekauft und als Turnierpferde genutzt. 
Bestand 6: 
Im Juni 2001 ist aus diesem Bestand ein 2,5 Jahre alter Hengst an BD erkrankt. Die Diagnose 
konnte immunhistologisch gesichert werden. Nach Angaben des Halters ist dieses Pferd kurz 
vorher auf der Koppel zusammen mit zwei alten Stuten gewesen, die aus einem Betrieb stammen, 
in dem in der Vergangenheit BD aufgetreten sei. 
Die Pferde sind in Einzelboxen unter guten Haltungsbedingungen untergebracht. Für weitere 
Untersuchungen wurden drei Warmblutstuten ausgewählt: 
Nr. 30: Schimmel, 7 Jahre, Mutter von BD-Hengst, Turnierpferd; gefohlt im März 2002 (Nr. 30a) 
Nr. 31: Schimmel, 13 Jahre, zugekauft vor 10 Jahren, Turnierpferd 
Nr. 32: Brauner, 13 Jahre, zugekauft vor ca. 6 Monaten, Turnierpferd 
Bestand 7: 
Hier ist 1999 ein Fohlen an BD verstorben. Die Stute war zu diesem Zeitpunkt unauffällig. Die 
Mutter (Nr. 35) dieses Fohlens wurde in die Langzeitstudie mit aufgenommen. Es handelt sich 
um eine 16 Jahre alte Fuchsstute, die vor ca. 10 Jahren zugekauft wurde und zusammen mit 
einem Wallach in einer Scheune gehalten wird. 
Bestand 8: 
In diesem Bestand sind Reitpferde verschiedener Besitzer untergebracht. Da in der 
Voruntersuchung alle Tiere negativ waren, wurde kein Pferd mit in die Langzeituntersuchung 
einbezogen. 
Bestand 9 (nicht in der Voruntersuchung – Tabelle 7 – enthalten): 
Im Juli/August 2002 erkrankte plötzlich eine Stute aus dem Einzugsgebiet an der  
BD. Da dieser Bestand in naher Nachbarschaft zu Bestand 6 liegt und zu der erkrankten Stute 
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verwandte Tiere auf der Koppel zusammen mit Pferden aus Bestand 1 stehen, wurden diese 
verwandten Pferde zusätzlich zu den 17 Pferden mit beprobt: 
Nr. 47: Halbschwester der an BD erkrankten Stute 
Nr. 48: einjähriges Fohlen der Nr. 47 
Nr. 49: Fohlen der erkrankten Stute 
 
Um einen allgemeinen Überblick über den Gesundheitszustand aller Pferde zu erhalten, wurden 
die Tiere regelmäßig durch Dr. A. Uhlig, Fachtierarzt für Pferde und für Innere Medizin,  klinisch 
untersucht. Außerdem fertigte das Labor der Medizinischen Tierklinik jeweils ein Differential-
blutbild an. Auf diese Weise konnte mit Ausnahme von Pferd 31 (Erkrankung im März 2003) für 
alle Pferde ein guter Gesundheitsstatus bescheinigt werden. 
 
4.4.2 SEROLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN 
4.4.2.1 Antikörpernachweis mittels IIFT 
Bei allen Pferden konnten während des gesamten Untersuchungszeitraumes mit dem 
IIFT keine Ak im Plasma nachgewiesen werden (Anhang 8). Lediglich beim Pony Nr. 13 aus 
Bestand 3 war im Mai 2002 eine schwache Reaktion in der Verdünnung 1:10 zu sehen (Abb. 13). 
Das Pony war zu der Zeit klinisch unauffällig. Da es im Juni des gleichen Jahres verkauft wurde, 
war eine weitere serologische Verfolgung nicht möglich. 
Im März 2003 erkrankte das Pferd Nr. 31 aus Bestand 6 mit zentralnervösen Symptomen und 
musste schließlich nach einer Krankheitsdauer von 8 Tagen eingeschläfert werden. Zu dieser Zeit 
konnten Ak auch bei diesem Tier im IIFT bei einer Verdünnung von 1:5 nachgewiesen werden 
(Abb. 13). Ergebnisse der post mortem- Untersuchungen sind in Kapitel 4.4.5 dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A B C
Abbildung 13: Indirekter Immunfluoreszenztest. Permanent mit BDV infizierte MDCK-Zellen
A: inkubiert mit Serum vom Pony Nr. 13 in der Verdünnung 1:10 im Mai 2002. 
B: inkubiert mit Serum vom Pferd Nr. 31 in der Verdünnung 1:5 im März 2003. 
Die typische granuläre Fluoreszenz in den Zellkernen zeigt das Vorhandensein von Ak an. 
C: inkubiert mit Ak-negativem Serum des Pferdes Nr. 18 in der Verdünnung 1:5. 
Kapitel 4  Ergebnisse 
 
 
 
65
4.4.2.2 Antikörpernachweis mittels ELISA 
Um dennoch Antikörper gegen das S-Antigen im Plasma der klinisch unauffälligen Pferde 
nachweisen zu können, wurde eine sensitivere Methode als der IIFT herangezogen – der ELISA. 
Zum Einen wurde ein ELISA zum Antikörpernachweis in Pferdeseren auf der Basis rekombi-
nanter Proteine entwickelt (siehe 4.1.3). Zum Anderen wurde als Vergleich ein ELISA (BODE et 
al., 2001) herangezogen, der auf der Grundlage natürlicher Antigene (Gehirnsuspension eines an 
BD erkrankten Pferdes) beruht und von einer Berliner Arbeitsgruppe am Robert Koch Institut 
(RKI) etabliert und freundlicherweise zur Verfügung gestellt worden war. Die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen sind nachfolgend zusammengefaßt. Die Einzeldarstellung der Ergebnisse erfolgt 
im Anhang 8. 
 
a) Antikörpernachweis auf Basis der rekombinanter Proteine p24 und p40 (Ak-ELISA rP) 
Zu Beginn der Studie, im Februar 2002, konnten mit diesem ELISA bei 10 von 17 Pferden 
(58,8%) BDV-spezifische Antikörper nachgewiesen werden. Die Titer bewegten sich zwischen 
1:20 und 1:80. Im März und im April sank die Ak-Prävalenz auf 35,3% (6 von 17 Tieren) bei 
gleichbleibenden Titern. Im Mai stieg die Ak-Prävalenz zwar nicht an, allerdings lagen die 
verzeichneten Ak-Titer eine Titerstufe über den Aprilwerten. Sie bewegten sich nun zwischen 
1:40 und 1:160. Im weiteren Jahresverlauf nahm die Prävalenz stetig ab und lag bei <20%. Ein 
kleiner, allerdings nicht signifikanter Anstieg war nochmals im November zu beobachten. Zu 
diesem Zeitpunkt waren bei 7 von 19 Tieren (36,8%) Antikörper in den Titerstufen von 1:20 und 
1:40 nachweisbar. Eine Übersicht gibt Abbildung 14. 
 
b) Antikörpernachweis auf Basis natürlicher Antigene (Ak-ELISA RKI) 
In dem vom RKI etablierten ELISA wird mit einer Serumverdünnung von 1:100 begonnen. Es 
ließen sich im Februar bei 2 von 17 Tieren (11,8%) BDV-spezifische Ak feststellen. Die Ak-
Prävalenz stieg dann im Mai auf 46,7% (7 von 15 Tieren) an und blieb in den folgenden Monaten 
nahezu konstant (Abb. 18). Für den Anstieg der Antikörpernachweise konnte allerdings keine 
statistische Signifikanz festgestellt werden. Im August wurden mit Verdünnungen von 1:100 bis 
1:3200 die höchsten Titer erreicht. Im Herbst gingen die Ak-Titer wieder auf 1:100 bis 1:400 
zurück und im Januar 2003 konnten nur bei 3 von 15 Tieren (20%) Ak nachgewiesen werden. 
Die Ak-Dynamik, die durch die Messungen mit diesem ELISA-System entstanden ist, soll die 
Abbildung 15 verdeutlichen. 
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Abbildung 14: Saisonale Antikörperdynamik der Pferde aus dem Endemiegebiet „Saale-
Unstrut“ detektiert mit einem ELISA basierend auf  den rekombinanten Proteinen p24 und 
p40. Die Seren wurden beginnend mit einer Verdünnung von 1:20 getestet. 
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Abbildung 15: Saisonale Antikörperdynamik von Pferden aus dem Endemiegebiet „Saale-
Unstrut“ detektiert mit einem ELISA basierend auf natürlichen Antigenen. Die Seren 
wurden ab einer Verdünnung von 1:100 getestet. Für das Pferd 48 liegen nur Einzel-
befunde vor, so dass die Ergebnisse nicht als Kurve wiedergegeben werden. 
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Beim Vergleich der Ergebnisse, die mit den zwei Ak-ELISA-Systemen erzielt wurden, fällt auf, 
dass zwischen den Messergebnissen sowohl bezüglich der Reagenten als auch der beobachteten 
Titerhöhen nur eine begrenzte Übereinstimmung zu finden ist (Tab. 8). Im Februar 2002 wurden 
mit dem Ak-ELISA rP in 10 Pferdeseren Ak in niedrigen Titern (<1:100) detektiert. Bei 2 dieser 
Pferdeseren (Nr. 25 und 30) konnten zu diesem Zeitpunkt auch mit dem Ak-ELISA RKI BDV-
spezifische Ak nachgewiesen werden. Im weiteren Jahresverlauf nahmen die Antikörper-
nachweise mit dem Ak-ELISA rP weiter ab, während die mit dem Ak-ELISA RKI ermittelte 
Prävalenz besonders in den Sommermonaten anstieg (Tab. 8, Abb. 18). Diese negative Korrela-
tion wird besonders deutlich beim Pferd Nr. 30. Bei Einsatz des Ak-ELISAs rP sinkt der Ak-
Spiegel dieses Tieres im Juni bis September unter die Nachweisgrenze. Doch gerade in diesem 
Zeitraum können in diesem Serum mit dem Ak-ELISA RKI hochtitrig Ak nachgewiesen werden. 
Selbst Seren, die im Ak-ELISA RKI Titer von 1:1600 (Pferd Nr. 48, August 2002) und 1:3200 
(Pferd Nr. 30, August 2002) erreichen, bleiben im Ak-ELISA rP und auch im IIFT negativ. 
Dagegen konnten bei den beiden im IIFT reaktiven Seren (Nr. 13, Mai 2002, und Nr. 31, April 
2003) mit dem Ak-ELISA rP Ak nachgewiesen werden, während sie im Ak-ELISA RKI negativ 
blieben. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4.2.3 Antigennachweis mittels ELISA (Ag-ELISA RKI) 
Für den Ag-Nachweis wurde ein ebenfalls vom RKI entwickelter ELISA genutzt (siehe 
3.2.6.4). Die Ag-Prävalenz bewegte sich nahezu das gesamte Jahr über zwischen 50 und 70% 
(Abb. 18). Nur im März und im April 2003 war ein Abfall auf bis zu 35% zu verzeichnen. Die 
höchsten Ag-Titer (bis zu 1:512 bei Pferd Nr. 47 bzw. 1:2048 bei Pferd Nr. 48) konnten in den 
Herbst- und Wintermonaten nachgewiesen werden. Im Frühjahr/Frühsommer bewegten sich die 
Titer zwischen 1:2 und 1:128. Die Abb. 16 stellt die nachgewiesenen Antigene im Jahresverlauf 
Tabelle 8: Übersicht über die Anzahl reaktiver Pferdeseren in den einzelnen Testsystemen. 
Reihe 4 gibt die Anzahl der Pferdeseren an, in denen sowohl mit dem Ak-ELISA rP als auch 
mit dem Ak-ELISA RKI BDV-spezifische Ak nachweisbar waren. 
Anzahl reaktiver Pferde in den einzelnen Testsystemen
Feb 02 Mrz 02 Apr 02 Mai 02 Jun 02 Jul 02 Aug 02 Sep 02 Nov 02 Jan 03 Apr 03
Ak -IIFT 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Ak-ELISA rP 10 6 6 5 3 3 2 3 7 2 3
Ak-ELISA RKI 2 3 4 7 4 7 9 8 9 4 7
Ak - ELISA rP + ELISA RKI 2 3 3 3 0 2 2 2 6 0 2
Ag-ELISA 8 8 6 9 10 11 14 13 11 8 9
CIC-ELISA 4 5 5 5 8 10 9 8 9 7 7
Anzahl untersuchter Pferde 17 17 17 15 16 18 19 20 19 15 15
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dar. Auffallend ist der plötzliche starke Ag-Anstieg im Monat November 2002 auf 1:512 bei dem 
Pferd Nr. 31, welches im März 2003 aufgrund der BD verstarb. Bei dem Pferd Nr. 48 konnten 
wiederholt die höchsten Ag-Titer von 1:2048 festgestellt werden. Trotzdem blieb dieses Pferd 
während des Untersuchungszeitraumes klinisch unauffällig. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
4.4.2.4 Nachweis zirkulierender Immunkomplexe im ELISA (CIC-ELISA RKI) 
Auch für den Nachweis zirkulierender Immunkomplexe stand ein vom RKI entwickelter ELISA 
zur Verfügung. Im Februar 2002 waren bei 4 von 17 Tieren (23,5%) zirkulierende 
Immunkomplexe (CIC) nachzuweisen (Abb. 18). Die Titer bewegten sich zwischen 1:20 und 
1:1280. In den Folgemonaten März, April und Mai ergab sich eine Prävalenz von ca. 30%, die 
Titer fielen jedoch auf 1:20 bis maximal 1:80. Im Juni schließlich konnte ein – wenn auch nicht 
signifikanter – sprunghafter Anstieg der Immunkomplexe verzeichnet werden, der sich sowohl in 
einer erhöhten Prävalenz von 53%, jedoch vielmehr in hohen Titerstufen von 1:80 bis 1:2560 
bemerkbar machte. Etwa zur gleichen Zeit (Mai – November) kam es auch zu einem Anstieg der 
Prävalenz der im Ak-ELISA RKI nachweisbaren Ak. Zum Jahresende (November) konnte bei 
den CIC wie auch bei den im Ak-ELISA RKI nachgewiesenen Ak (siehe Abb. 15) ein Absinken 
Abbildung 16:  Saisonale Dynamik viraler Antigene im Blut von Pferden aus dem Endemie-
gebiet „Saale-Unstrut“. Für das Pferd 48 liegen nur Einzelbefunde vor, so dass die Ergebnisse 
nicht als Kurve wiedergegeben werden. 
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beobachtet werden (Abb. 17). In allen Pferdeseren mit messbaren CIC-Titern konnte auch BDV-
spezifisches Ag mittels ELISA detektiert werden. 
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Abbildung 17: Saisonale Kinetik zirkulierender Immunkomplexe im Blut von Pferden aus 
dem Endemiegebiet „Saale-Unstrut“. Die Seren wurden beginnend mit einer Verdünnung 
von 1:20 getestet. Für das Pferd 48 liegen nur Einzelbefunde vor, so dass die Ergebnisse 
nicht als Kurve wiedergegeben werden. 
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Abbildung 18: Prävalenzen der mit den verschiedenen ELISA-Systemen ermittelten 
einzelnen Infektionsmarker im Jahresverlauf. 
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4.4.3 RNA-NACHWEIS IN DEN LEUKOZYTEN 
Für den Nachweis viraler RNA in der Leukozytenfraktion wurden zunächst nach jeder 
Probennahme die Leukozyten präpariert, pelletiert und bei -80°C eingefroren. Zur besseren 
Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde die RNA aus den zu verschiedenen Zeitpunkten 
gesammelten Leukozyten am gleichen Tag isoliert und über RT-PCR und nested PCR 
amplifiziert. Die Ergebnisse sind im Anhang 8 zusammengestellt.  
Pro Entnahmezeitpunkt konnten durchschnittlich nur bei etwa ein bis zwei Pferden virale RNA 
mit der nested PCR nachgewiesen werden. Erstaunlicherweise gelang beim Pferd 17, welches in 
den serologischen Untersuchungen in allen Parametern durchweg negativ beurteilt wurde, gleich 
dreimal der Nachweis p40-spezifischer RNA (Monate März, April und August 2002, Abb. 19). 
Ein tendenzieller Anstieg der Prävalenz deutet sich im August 2002 an, wo bei 5 von 19 Pferden 
(26,3%) p40-spezifische RNA detektiert werden konnte. BDV-p24-spezifische RNA konnte nur 
bei dem Pferd Nr. 32 im April 2002 gefunden werden. Zu diesem Zeitpunkt gelang bei diesem 
Tier auch der Nachweis der p40-kodierenden Sequenz. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4.4 UNTERSUCHUNGEN ZUR AUSSCHEIDUNG DES BDV 
4.4.4.1 Untersuchung von Tupferproben 
Aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse in den Blutuntersuchungen von Februar und 
März 2002 wurden drei Pferde ausgewählt, von denen in den nachfolgenden Visitationen jeweils 
Abbildung 19: Agarose-Gel-Elektrophorese p40-spezifischer nested PCR-Produkte von 
RNA aus Leukozyten des Pferdes Nr. 17 im Untersuchungszeitraum März 2002 bis April 
2003. Amplifikate mit der korrekte Länge von 281 bp finden sich in den Leukozyten der 
Blutentnahmen von April, Mai und August 2002.  
IK: Isolierkontrolle. Aq: Wasserkontrolle. PK: Positivkontrolle; eingesetzt wurden 30 
Kopien eines p40-spezifischen in vitro hergestellten RNA-Standards, der eine Deletion 
von 60 bp besitzt und so vom Wildtyp unterschieden werden kann. 
M     Mrz   Apr   Mai     Jun    Jul     Aug    Sep   Nov    Jan Apr    IK    Aq PK 
281 bp
221 bp
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Tupferproben von Auge, Nase und Speichel genommen wurden. Dazu gehörten das Pferd Nr. 3 
als ein Tier mit niedrigem Antigentiter, das Pferd Nr. 28, bei dem ebenfalls Antigen nachweisbar 
war und zusätzlich auch p40-spezifische RNA in den Leukozyten detektiert werden konnte, und 
das Pferd Nr. 30, welches in allen ELISA-Systemen reaktiv war (s. Anhang 8). Die Tupferproben 
wurden analog zur Verfahrensweise mit den Leukozyten gesammelt und bei -80°C gelagert. 
Schließlich wurden die Proben aller Zeitpunkte pro Tier zusammen aufgearbeitet und mittels RT-
PCR und nested PCR auf das Vorhandensein BDV-spezifischer Nukleinsäuren untersucht. Die 
Ergebnisse der nested PCR sind in Tabelle 9 zusammengefasst. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bei allen drei Tieren konnte mindestens ein positiver Nachweis geführt werden. Am häufigsten 
konnte allerdings virale RNA in den Tupfern des Pferdes Nr. 28 detektiert werden. Bei diesem 
Pferd wurde auch in den Leukozyten der Voruntersuchung im Februar BDV-spezifische RNA 
gefunden. In den Tupferproben wurde entweder die p40- oder die p24-kodierende Sequenz 
nachgewiesen, wobei p40-spezifische RNA hauptsächlich aus den Augentupfern, p24-spezifische 
RNA zum größten Teil aus den Nasenabstrichen und dem Speichel isoliert wurde. Alle positiven 
RNA-Nachweise waren auf die drei Lokalisationen (Auge, Nase, Speichel) gleichmäßig verteilt. 
 
4.4.4.2 Untersuchung von Harnproben 
Die Harnproben wurden am Tag der Probenahme in der Medizinischen Tierklinik 
klinisch-chemisch untersucht, d. h. Farbe, Konsistenz, Geruch, evtl. Beimengungen und der pH-
Tabelle 9: Nachweis viraler RNA (p40- und p24-Sequenz) im Blut und in Tupferproben von 
Auge, Nase und Speichel bei drei BDV-infizierten Pferden aus dem Saale-Unstrut-Gebiet. 
n.d. – nicht durchgeführt 
Apr 02 Mai 02 Jun 02 Jul 02 Aug 02 Sep 02 Nov 02 Jan 03 Apr 03
3 Auge -/- -/- +/- -/- -/- -/- +/- -/- -/-
Nase -/- -/- -/- -/- -/- -/+ -/- -/- -/+
Speichel -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- n.d.
Blut -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
28 Auge -/- -/- -/- -/- -/- -/- +/- +/- -/-
Nase -/+ -/- -/+ -/- -/- -/- -/- n.d. -/-
Speichel -/- -/+ -/- -/- -/+ -/- -/- -/- -/-
Blut -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
30 Auge -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Nase -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Speichel -/- -/- -/- +/- -/- -/- -/- -/- n.d.
Blut -/- -/- -/- -/- +/- -/- -/- -/- +/-
virale RNA (p40/p24)Pferd Probe
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Wert wurden analysiert. Außerdem wurde das Harnsediment v. a. hinsichtlich des Gehaltes an 
Entzündungszellen oder Epithelzellen untersucht, um gegebenenfalls bei einem positiven viralen 
RNA-Nachweis auf den Ursprung schließen zu können. Ein Teil der Harnprobe wurde nach den 
Ergebnissen des Vorversuches (siehe 4.1.4) mit Lysispuffer versetzt und bei -20°C, die restliche 
Probe bei -80°C gelagert. Auch hier erfolgten Isolierung und Amplifikation der Nukleinsäuren 
von allen Entnahmezeitpunkten zusammen, um vergleichbare Ergebnisse zu erzielen. Eine 
Zusammenfassung der Resultate findet sich in Tabelle 10. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Ergebnisse zeigen im Mai gegenüber anderen Entnahmezeitpunkten einen signifikanten 
Anstieg positiver RNA-Nachweise. Dieser Anstieg ist sowohl bei p24 als auch bei p40 zu 
beobachten. Nur bei den Pferden Nr. 24 und Nr. 32 gelang im Mai 2002 der Nachweis beider 
kodierenden Sequenzen, beim Pferd Nr. 32 waren bereits im April beide Sequenzen im Blut 
nachweisbar (s. Anhang 8). Um Kontaminationen dieser Proben mit DNA auszuschließen, wurde 
die Amplifikation wiederholt – einmal mit und einmal ohne reverser Transkritption. Bei der RT-
PCR waren wiederholt die BDV-spezifischen Produkte nachweisbar, während die PCR ohne 
reverser Transkription zu einem negativen Ergebnis führte. Im August, als bei den meisten 
Tieren aus den Leukozyten spezifische RNA isoliert werden konnte, war nur ein Pferd (Nr. 31) 
nach der nested PCR p24 positiv. Es kann aber insgesamt eine Häufung positiver viraler RNA-
Nachweise in den Sommermonaten (Mai – September) festgestellt werden, während in den 
Herbst- und Wintermonaten (November – April) nur vereinzelt BDV-spezifische Nukleinsäuren 
detektierbar waren. 
Tabelle 10: BDV-spezifischer RNA-Nachweis im Pferdeharn (nested RT-PCR).  
freie Flächen:  Harngewinnung war nicht möglich 
Mrz 02 Apr 02 Mai 02 Jun 02 Jul 02 Aug 02 Sep 02 Nov 02 Jan 03 Apr 03
p40/p24 p40/p24 p40/p24 p40/p24 p40/p24 p40/p24 p40/p24 p40/p24 p40/p24 p40/p24
3 -/+ -/- +/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
9 -/- -/- -/- +/- -/- +/- -/- -/- -/-
10 -/- -/- -/- -/- -/- -/- +/- -/- -/-
13 +/- -/- +/-
16 -/- -/- -/-
17 -/- -/- -/- -/- -/-
18 -/- -/- +/- -/- -/- -/- -/- +/-
22 -/- -/+ -/+ -/- -/- -/- -/- -/- -/-
24 -/- +/+ -/- -/- -/- +/- -/- -/-
25 -/- -/- +/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
26 -/- -/- -/+ -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
27 -/-
28 -/- -/- -/- -/- +/- -/-
30 -/- -/+ -/+ -/+ -/- -/- -/- -/- -/-
31 -/- -/- -/+ -/- -/- -/+ +/- -/- -/- -/-
32 -/- -/- +/+ -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
35 -/- -/- -/- -/+ -/- -/- -/- -/-
47 -/- +/- -/-
Pferd
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In einem abschließenden Experiment sollte geklärt werden, ob sich in den RNA-positiven 
Harnproben infektiöses BDV nachweisen ließe. Es wurde eine Virusisolierung mit diesen Proben 
durchgeführt. Zunächst stand die Frage, ob sich im Harn eventuell vorhandene Viren überhaupt 
mit der gebräuchlichen Methode isolieren lassen würden, oder ob nicht der Harn selbst toxisch 
wäre und deshalb keine infizierten Zellen in der Zellkultur nachweisbar sein würden. Es galt eine 
geeignete Positivkontrolle zu finden, um den Effekt des Harns auf die Zellen selbst festzustellen. 
Dazu wurden persistent mit BDV infizierte MDCK-Zellen in Glasgow-Medium mit 10% FKS 
ausgesät. Nach vollem Wachstum wurde das alte Medium abgezogen und DMEM mit 2% FKS 
zugegeben. Darin wurden die Zellen durch einen „Frieren-Tauen“-Zyklus und dreimaliger 
Ultraschallbehandlung aufgeschlossen, anschließend abzentrifugiert und der Überstand 
gewonnen. Die eine Hälfte des Überstandes wurde 1:2 in DMEM mit 2% FKS verdünnt, die 
andere Hälfte 1:2 in Harn von Pferd Nr. 10. Die Virusisolierung aus den Harnproben wurde wie 
unter 3.2.3 beschrieben durchgeführt. Zusätzlich wurden Verdünnungsreihen von den beiden 
Kontrollen angefertigt. 
Im IIFT konnten in allen Harnproben starke unspezifische Fluoreszenzen, jedoch keine infizierte 
Zellen detektiert werden. Auch die Positivkontrolle, die in Harn verdünnt war, reagierte negativ, 
während in der in Medium verdünnten Kontrolle BDV eindeutig nachweisbar war (Abb. 20). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4.5 UNTERSUCHUNGEN ZUR VERTEILUNG DES BDV IM INFIZIERTEN ORGANISMUS 
4.4.5.1 Nachweis viraler Antigene mittels Immunhistochemie  
Bei dem Pferd Nr. 31 wurde eine mittelgradige nichteitrige Encephalomyelitis 
nachgewiesen. So zeigten die Gehirnschnitte des erkrankten Pferdes verstärkte perivaskuläre 
Lymphozytenansammlungen insbesondere in Bereichen des Bulbus olfactorius (Abb. 21). Mit der 
Immunhistochemie konnten sowohl das BDV-p24-Antigen als auch das BDV-p40-Antigen in 
A B C
Abbildung 20: Virusisolierung aus Pferdeharnproben.
A: Positivkontrolle; BDV-MDCK-Zellen verdünnt in DMEM – 1 FFU. B: Positivkontrolle; 
BDV-MDCK-Zellen verdünnt in Pferdeharn – unspezifische Fluoreszenz. C: negativer 
Pferdeharn – unspezifische Fluoreszenz.
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Neuronen des Bulbus olfactorius und des Hippocampus nachgewiesen werden (Abb. 21). Die 
Stute Nr. 31 war zur Zeit der Erkrankung hochträchtig. Leider konnte das Fohlen nicht gerettet 
werden. Um Hinweise auf eine vertikale Ausbreitung des Virus zu erhalten, wurden auch von 
dem Fohlen verschiedene Gehirnabschnitte per IHC untersucht. In den untersuchten Teilen des 
Gehirns des Fohlens waren keine BDV-spezifischen Antigene mittels IHC nachzuweisen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4.5.2 Nachweis viraler RNA mittels nicht radioaktiver in situ-Hybridisierung  
Der Nachweis viraler RNA verlief bei dem Pferd Nr. 31 im Bulbus olfactorius und im 
Hippocampus für p24 und p40 positiv (Abb. 21). In anderen Gehirnabschnitten konnte analog 
zur IHC kein positives Signal detektiert werden. Auch in den Paraffinschnitten des Fohlens war 
keine BDV-spezifische RNA nachweisbar. 
 
4.4.5.3 Nachweis viraler RNA mittels RT-PCR 
Im Bulbus olfactorius, im Hippocampus und in der Großhirnrinde der Stute Nr. 31 
gelang der Nachweis der p24- und p40-kodierenden Sequenz bereits nach der RT-PCR. Bei dem 
Fohlen dagegen war es nicht möglich, BDV-spezifische RNA in den verschiedenen Arealen des 
ZNS zu detektieren. 
*
*
A B C
D E F
Abbildung 21: Nachweis der BDV-Infektion bei dem Pferd Nr. 31 mit IHC (A-C) und ISH 
(D-F). Nachweis von p40 (A) und p24 (B) im Bulbus olfactorius der Stute Nr. 31, sowie 
Nachweis der korrespondierenden Nukleinsäuren mittels ISH (D und E). Das Fohlen 
erwies sich in beiden Untersuchungen als negativ (C und F). 
Pfeil: infizierte Zellen;  *: perivaskuläre lymphozytäre Infiltrate 
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4.4.5.4 Nachweis infektiöser Viren 
Die Virusisolierung aus dem Gehirnmaterial der Stute 31 und ihres Fohlens wurde in 
REB-Zellen durchgeführt. Bei der Stute konnte infektiöses BDV mit einem Titer von 1,25 x 103 
FFU/ml nachgewiesen werden. Aus dem Gehirn des Fohlens war kein BDV isolierbar (Abb. 22). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4.6 SEQUENZANALYSE 
Mittels RT-PCR konnte im Bulbus olfactorius des Pferdes Nr. 31 sowohl die p24-
kodierende als auch die p40-kodierende Region des BDV nachgewiesen werden. Die RT-PCR-
Produkte wurden sequenziert und sowohl mit publizierten Pferdesequenzen als auch mit Isolaten 
von Pferden (S574/00) und Schafen (Schaf 15 blau) verglichen, mit denen in der Vergangenheit 
im Labor umgegangen wurde. Im Bereich der p40-kodierenden Region zeigte das Pferd 31 zu 
den Referenzstämmen He/80 96% und zu Strain V 98,6% Übereinstimmung auf 
Nukleotidebene. Auf Aminosäureebene stimmen die Sequenzen aller Isolate mit Ausnahme von 
No/98, in dem zwei Austausche vorkommen, zu 100% überein (Tab. 11). Bei der p24-
kodierenden Sequenz bestehen zu den Referenzstämmen Homologien zwischen 98,4% (He/80) 
und 98,8% (StrainV). Die größte Übereinstimmung auf Nukleotidebene konnte mit 99,7% zu 
dem Schafisolat festgestellt werden. Allerdings äußert sich dieser Austausch eines Nukleotids 
auch in einer veränderten Aminosäuresequenz (Tab. 11). 
 
 
A B
Abbildung 22: Virustitration mit Gehirnmaterial von Pferden
A: REB-Zellen, infiziert mit Gehirnmaterial der Stute Nr. 31 in der Verdünnung 1:40;
dargestellt ist ein Fokus infizierter Zellen. B: REB-Zellen, infiziert mit Gehirnmaterial des 
Fohlens. Es war kein infektiöses Virus nachweisbar. 
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Des Weiteren wurden die nested RT-PCR-Produkte aus Harn-, Leukozyten- und 
Tupferproben sequenziert. Bei allen Produkten wurden BDV-spezifische Nukleinsäuren 
nachgewiesen. Bis auf eine Ausnahme sind alle p24-nested Produkte, die aus dem Harn oder aus 
Nasentupfern isoliert wurden, identisch (siehe Anhang 9). Die Sequenz dieser Proben stimmt 
außerdem zu 100% mit der des Gehirnisolates des Pferdes Nr. 31 wie auch mit der aus BDV-
MDCK-Zellen gewonnenen Sequenz überein. Das PCR-Produkt aus den Leukozyten des Pferdes 
Nr. 32 vom April 2002 zeigt auf Nukleotidebene drei Austausche, welche ebenfalls bei He/80 
beobachtet werden. Auffallend ist, dass nur einen Monat später im Harn dieses Pferdes die 
andere, für die Pferde dieser Gegend typische Sequenz detektiert wurde. 
Bei der Sequenzanalyse der p40-positiven Harnproben ist eine „Cluster“-Bildung zu erkennen 
(Anhang 10). Die im Mai 2002 genommenen Harnproben sind zu 99,6 – 100% homolog in ihrer 
Sequenz. Die positiven Harnproben aus dem September 2002 sind untereinander zu 100% 
identisch, obwohl sie sich von den Maiproben in 6 Nukleotiden (2,3%) unterscheiden. Ein 
direkter Vergleich ist allerdings nicht möglich, da die im Mai positiven Harnproben von anderen 
Pferden stammen als die positiven Proben vom September 2002. 
Tabelle 11: Vergleichende Analyse der Sequenz der RT-PCR-Produkte von Pferd Nr. 31 
mit Isolaten von Pferden (Strain V, He/80, WT-1, No/98 und S574/00) und vom Schaf.  
Zahlen in Klammern geben die prozentuale Abweichung von der Pferdesequenz Nr. 31 an.
a: Gendatenbank-Nr. S67502 (p40) u. S67507 (p24). b: Gendatenbank-Nr. AJ311524.  
c: Gendatenbank-Nr. AY066023. 
Nt AS Nt AS
Strain V 6 (1.4) 0 4 (1.2) 0
He/80 17 (4.0) 0 5 (1.6) 0
WT-1a 16 (3.8) 0 12 (3.7) 0
No/98b 73 (17.4) 2 (2.1) 49 (15.2) 2 (1.9)
S574/00 20 (4.8) 0 12 (3.7) 1 (0.9)
Schaf 15 blauc 7 (1.7) 0 1 (0.3) 1 (0.9)
p40 p24
Anzahl von Austauschen gegenüber der Sequenz des Pferdes Nr. 31 in:
Isolat
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5 DISKUSSION 
 
5.1 UNTERSUCHUNGEN ZUR EPIZOOTIOLOGIE BEI SCHAFEN 
 
5.1.1 SEROLOGISCHE BEFUNDE 
Eine Schafherde von ca. 25 Tieren, die keinen Kontakt zu anderen Schafen oder zu 
Pferden hatte, wurde über einen Zeitraum von drei Jahren regelmäßig untersucht 
(VAHLENKAMP et al., 2002). Zwischen den individuellen Blutentnahmen als auch zwischen 
den Jahreszeiten waren signifikante Unterschiede hinsichtlich der mit dem IIFT ermittelten Ak-
Prävalenzen zu beobachten. So konnte eine höhere Prävalenz der BDV-Infektion im Frühjahr 
und im Frühsommer festgestellt werden. Auch der virale Genomnachweis mittels der RT-PCR 
war in diesem Zeitraum am erfolgreichsten. Dieser Zusammenhang zeigte allerdings keine 
Signifikanz. Nur im Mai 2000 konnte ein signifikanter Anstieg der viralen RNA-Nachweise im 
Vergleich zu anderen Blutungszeitpunkten ermittelt werden. Dieser Anstieg ging mit einem eben-
falls signifikanten Anstieg der Ak-Prävalenz einher. Im Mai 2000 konnte die Infektion bei 60% 
der Tiere durch mindestens einen der beiden Marker festgestellt werden, gegenüber 4,5-20% bei 
anderen Blutungszeitpunkten. Beide Marker korrelierten hinsichtlich ihres signifikanten Anstiegs. 
Allerdings besteht keine Korrelation im Individuum. Nur bei drei der neun (33%) RT-PCR 
positiven Tiere gelang gleichzeitig der Nachweis BDV-spezifischer Ak. Der gehäufte Nachweis 
von Antikörpern und viraler RNA im peripheren Blut in Frühjahr und Frühsommer ist 
bezeichnend für die saisonalen und epidemischen Ausbrüche der Erkrankung (CAPLAZI et al., 
1999; METZLER et al., 1976). Dennoch scheinen diese Infektionsmarker nicht zur Über-
wachung der BDV-Infektion geeignet zu sein. Denn obwohl alle drei Ak- und RNA-positiven 
Tiere 1999 aus der Herde entfernt und in Leipzig aufgestallt wurden, konnte kein Rückgang der 
BDV-Infektion im folgenden Jahr verzeichnet werden.  
Ein deutlicher Rückgang des Ak-Titers innerhalb von zwei Monaten wurde bei dem Schafbock 
und beim Schaf 7 rot beobachtet. In natürlich infizierten Tieren können Ak meist nur in 
niedrigen Titern und nicht permanent nachgewiesen werden (DÜRRWALD u. LUDWIG, 1997; 
METZLER et al., 1979a). Dieses Phänomen steht im Gegensatz zu den meisten akuten viralen 
Infektionen, bei denen virusspezifische Ak für eine lange Zeit (manchmal lebenslang) gebildet 
werden (AHMED, 1992). Nach einer akuten Infektion ziehen sich virusspezifische Plasmazellen 
in die Milz zurück. Außerdem treten sie im Knochenmark auf, welches den Hauptbildungsort für 
hochspezifische Ak darstellt (SLIFKA et al., 1995). Plasmazellen, die in dieser späten Phase der 
Immunreaktion gebildet werden, stellen die Grundlage einer erfolgreichen humoralen 
Immunantwort dar. Deshalb wird eine regulatorische Funktion von Antigen in der humoralen 
Immunantwort postuliert, wonach die Bildung langlebiger Plasmazellen im Knochenmark von 
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dem Verschwinden von Antigenen abhängig ist (MANZ u. RADBRUCH, 2002). Bei persistenten 
Infektionen führt das kontinuierliche Vorhandensein von Antigenen wahrscheinlich nicht zur 
Bildung von langlebigen Plasmazellen. Ein großer Teil des Ak-Titers bei persistenten Infektionen 
stammt von kurzlebigen Plasmazellen, die kontinuierlich während der Immunreaktion gebildet 
werden. BODE et al. (2001) stellten das Vorkommen von BDV-Antigenen (gebunden an PBMCs 
und frei im Plasma) und von zirkulierenden Immunkomplexen (CIC) als aussagekräftigste 
Infektionsmarker heraus. Der gleichzeitige Nachweis von freiem Plasmaantigen und hohen 
Titern an CICs spricht für eine hohe virale Proteinlast, die nicht durch Ak komplexiert werden 
kann. Das von BODE et al. (2001) vorgestellte Nachweissystem für BDV-Antigene und CICs ist 
noch nicht für Schafseren etabliert. Es bleibt also weiter zu untersuchen, ob die oftmals nicht 
vorhandenen oder nur sehr niedrigen festgestellten Ak-Titer das Vorkommen freier Antigene und 
CICs widerspiegeln.  
Bei den meisten der untersuchten Tiere konnten BDV-spezifische Ak nur zeitweise nachgewiesen 
werden. Nur bei dem Schaf 48 grün blieben über einen Zeitraum von zwei Jahren Ak regelmäßig 
detektierbar. Durch in situ-Hybridisierung konnte das Vorhandensein des BDV im Gehirn dieses 
Tieres bestätigt werden. Das Schaf 48 grün war acht Jahre alt und zeigte zu keiner Zeit klinische 
Symptome, die auf eine BDV-Infektion schließen ließen. Es handelte sich demnach um ein 
persistent infiziertes Carrier-Tier. Da BDV-infizierte Zellen nicht gleichmäßig im Gehirn 
infizierter Tiere verteilt (CAPLAZI u. EHRENSPERGER, 1998; LEBELT u. HAGENAU, 
1996) und selbst bei Tieren mit ausgeprägten klinischen Anzeichen oft schwer nachzuweisen sind 
(CAPLAZI u. EHRENSPERGER, 1998; METZLER et al., 1979a), war das Schaf 48 grün 
möglicherweise nicht das einzige persistent infizierte Tier der Herde. Welche Ereignisse und 
Faktoren notwendig sind, damit bei einer BDV-Infektion immunpathologische Reaktionen und 
schließlich die BD ausgelöst werden, ist derzeit noch unbekannt. Die Ergebnisse von 
HAUSMANN et al. (1999) deuten darauf hin, dass bei Mäusen das zelluläre Immunsystem ein 
replizierendes BDV im ZNS solange ignorieren kann, bis die antivirale Immunantwort durch eine 
periphere Antigenstimulation hervorgerufen wird. Bei experimentellen Infektionen von Schafen 
über verschiedene Infektionswege zeigten nur reichlich die Hälfte der infizierten Tiere klinische 
Symptome (LUDWIG u. KAO, 1990). 
Einige Fälle der vertikalen Übertragung des BDV wurden bisher berichtet (BODE u. LUDWIG, 
2001; HAGIWARA et al., 2000). Da BDV-spezifische Ak über das Kolostrum auf die saugenden 
Lämmer übertragen werden, sind bei diesen während der ersten drei Lebensmonate nachge-
wiesene Serumantikörper nicht indikativ für eine BDV-Infektion. Insgesamt wurden 15 Lämmer 
von serologisch positiven Muttertieren und vier Lämmer von Muttertieren, bei denen virale RNA 
detektiert worden war, untersucht. Bei keinem Lamm konnte virale RNA in den Leukozyten 
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nachgewiesen werden. Nur bei einem Lamm gelang der Nachweis BDV-spezifischer Ak inner-
halb der ersten drei Monate nach der Geburt. Wie bei dem Schaf 15 blau deutlich wurde, sind der 
Ak- und der RNA-Nachweis keine geeigneten Infektionsmarker, da 1998 und 1999 alle Unter-
suchungen bei diesem Tier negative Ergebnisse erbrachten. Allerdings scheinen die Daten darauf 
hinzuweisen, dass es sich bei der vertikalen Übertragung nicht um einen üblichen Infektionsweg 
handelt. 
 
5.1.2 ERREGERAUSSCHEIDUNG UND -ÜBERTRAGUNG, INFEKTIONSMODUS 
In den Tupferproben von Auge, Nase und Speichel der drei von der Herde isolierten 
serologisch positiven Schafe konnten virale RNA nachgewiesen werden, jedoch nicht in den 
Harnproben. In einem Nasentupfer von Schaf 48 grün war es möglich, sowohl die BDV-p24 
spezifische als auch die BDV-p40 spezifische RNA zu detektieren. Der Nachweis viraler RNA in 
Tupferproben wurde bereits bei seropositiven, klinisch unauffälligen Pferden erbracht (RICHT et 
al., 1993). Auch bei experimentell infizierten Schafen berichtet HEINIG (1964) von der 
Isolierung infektiösen Virus aus Nasensekret. Anzumerken ist allerdings, dass bei dieser Studie 
die Tiere auch intranasal infiziert worden waren. Aus den untersuchten Tupferproben der drei 
Schafe konnte kein infektiöses Virus isoliert werden. Die Ergebnisse deuten allerdings darauf hin, 
dass auch bei natürlich infizierten Schafen BDV über Nasensekret bzw. über Tränenflüssigkeit 
ausgeschieden wird. Die Übertragung geschieht wahrscheinlich über freie Nervenendigungen der 
Nasen- und Rachenschleimhaut. Eine Virusübertragung von Schaf zu Schaf wäre demnach 
möglich, scheint aber nicht häufig vorzukommen. Auf der Suche nach einem möglichen 
Virusreservoir wurden auch Mäuse und die Katze des Gehöfts untersucht. Bei diesen Tieren 
waren jedoch keine BDV-spezifischen Ak detektierbar, auch virale RNA konnte nicht 
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). 
 
5.1.3 CHARAKTERISIERUNG DES ERREGERS 
Das Schaf 15 blau verstarb an der BD. Die entzündlichen perivaskulären Infiltrate im 
Gehirn und der mit einer Woche schnelle, progressive Krankheitsverlauf weisen auf eine akute 
Infektion hin. Dies könnte erklären, weshalb keine BDV-spezifischen Ak im Blut nachweisbar 
waren. Im Gehirn waren mehrere Purkinjezellen des Kleinhirns sowie einige Zellen des Hippo-
campus und des frontalen Cortex infiziert. Eine ähnliche Verteilung von Entzündungsreaktion 
und viralen Antigenen beschreiben CAPLAZI u. EHRENSPERGER (1998) für ein erkranktes 
Schaf. Kokultivierungsexperimente des Gehirnhomogenats mit REB-Zellen oder mit Oligozellen 
(H. Ludwig, persönliche Mitteilung) ergaben nach der zweiten und dritten Passage schwach-
positive Ergebnisse im IIFT. Der Versuch, das Virus in Zellkultur zu isolieren, gelang jedoch 
Kapitel 5  Diskussion 
 80
nicht. Die Sequenzierung des BDV, amplifiziert aus dem Gehirn des Schafes 15 blau, zeigte eine 
starke phylogenetische Beziehung zu den von erkrankten Pferden stammenden Referenzstämmen 
Strain V und He/80. Die Genomsequenzen unterschieden sich um weniger als 5,4%. Der N-
terminale Teil des p56 steht in enger Beziehung zu der Erkennung zellulärer Oberflächen-
rezeptoren und dem Viruseintritt in die Zelle (PEREZ et al., 2001). Der nach proteolytischer 
Spaltung durch Furin frei werdende C-terminale Teil (gp43) vermittelt über pH-abhängige 
Endocytose den Viruseintritt. Die Analyse der BDV-Pferde- und Schafsequenzen zeigt einen 
selektiven Druck auf den N-Terminus des Glykoproteins, während der C-Terminus weitgehend 
konserviert bleibt. Auffallend ist, dass diese Schafsequenz keine höhere Übereinstimmung zu 
anderen Schafisolaten besitzt als zu den Isolaten, die von Pferden stammen (SCHNEIDER et al., 
1994). Dies lässt vermuten, dass die verschiedenen Spezies eine gemeinsame Infektionsquelle 
haben (STAEHELI et al., 2000). So werden z. B. Schadnager als Virusreservoir diskutiert. Bisher 
verliefen allerdings alle Versuche, BDV in Nagern nachzuweisen, mit negativen Ergebnissen 
(TSUJIMURA et al., 1999; HAGIWARA et al., 2001). Eine weitere Erklärung für die starke 
Konservierung des BDV-Genoms bei verschiedenen Säugetieren könnte die Adaptation an 
neuronale Rezeptoren sein. Jedoch sollten in diesem Fall kleine Abweichungen in der viralen 
RNA verschiedener Spezies zu erwarten sein. Die komplett sequenzierten BDV-p24 kodierenden 
Regionen von infizierten Pferden und Schafen wurden miteinander verglichen. Innerhalb der 
acht Pferde- und sechs Schafsequenzen wurden an elf Stellen Mutationen beobachtet, die sowohl 
bei den Pferde- als auch bei den Schafisolaten auftraten. An den Positionen 1478, 1667, 1697, 
1709 und 1751 wurden Nukleotidaustausche nur bei den Schafsequenzen beobachtet, während 
ein Austausch an Position 1658 vorzugsweise bei infizierten Pferden vorzukommen scheint. 
Warum sich Mutationen gerade an diesen bestimmten Positionen im viralen Genom häufen, ist 
unbekannt. Mit Ausnahme der Position 1851 führte keine der aufgetretenen Mutationen zu 
einem Aminosäureaustausch. Wahrscheinlich existieren funktionelle Zusammenhänge in der 
sekundären und tertiären RNA-Struktur, wodurch Veränderungen in der Sequenz auf bestimmte 
Nukleotide beschränkt sind (STAEHELI et al., 2000). Die vorzugsweise beim Schaf 
vorkommenden Mutationen könnten möglicherweise die Schwierigkeiten begründen, die bei der 
Virusisolierung aus infizierten Schafen in Zellkultur auftreten können und auch von anderen 
Arbeitsgruppen beschrieben wurden (METZLER et al., 1979a).  
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5.2 UNTERSUCHUNGEN ZUR EPIZOOTIOLOGIE BEI PFERDEN MIT 
KLINISCHER BORNA DISEASE 
 
5.2.1 EPIZOOTIOLOGISCHE ERHEBUNGEN 
In den Jahren 1999, 2000 und 2001 wurden 15 Pferde untersucht, die mit der klinischen 
Verdachtsdiagnose der BD in die Medizinische Tierklinik der Veterinärmedizinischen Fakultät 
der Universität Leipzig eingeliefert wurden. Der überwiegende Teil dieser Pferde stammte aus 
dem von DÜRRWALD (1993) als das zentrale Borna-Endemiegebiet der Gegenwart ausgewiese-
nen Territorium, welches vor allem den Süden Sachsen-Anhalts (Saale-Unstrut-Gebiet) umfasst. 
Zwei Tiere (S 227/00 und S 211/01) stammten aus dem nördlichen Thüringen, wo auch schon 
über Jahrzehnte ein gleichbleibendes Vorkommen der BD zu beobachten ist, ein weiteres Pferd 
aus dem nordwestlichen Sachsen (Regierungsbezirk Leipzig). Die vorliegenden Daten bestätigen 
somit die epidemiologischen Erhebungen von DÜRRWALD (1993), der eine Verschiebung des 
„Kerngebietes“ der BD innerhalb der letzten 40 Jahre von Westsachsen in den Süden Sachsen-
Anhalts und in das nördliche Thüringen festgestellt hat. Europaweit erstreckt sich das Endemie-
gebiet der BD auch auf Teile der Schweiz, Österreichs und Liechtensteins (WEISSENBÖCK et 
al., 1998b; CAPLAZI et al., 1999). Des Weiteren wurden Einzelfälle der klinischen BD bei 
Pferden in Schweden (BERG et al., 1999) und in Japan (TANIYAMA et al., 2001) beschrieben. 
Der Grund dafür, dass klinische Fallbeschreibungen der BD trotz des weltweiten Tierhandels 
hauptsächlich auf die Endemiegebiete in Zentraleuropa beschränkt bleiben, könnte darin liegen, 
dass in nichtendemischen Gebieten die BD eher selten und sporadisch auftritt und möglicherwei-
se nicht diagnostiziert wird (RICHT und ROTT, 2001). Andererseits scheinen in  endemischen 
Gebieten bestimmte Kofaktoren vorhanden zu sein, die den Ausbruch der Erkrankung begün-
stigen.  
 
Alle in dieser Arbeit beschriebenen Erkrankungsfälle mit Ausnahme des Pferdes S 1063/99 
traten in der ersten Jahreshälfte, vor allem in den Monaten Februar bis Juli auf. Eine saisonale 
Häufung der BD ist demnach zu erkennen und stimmt mit den Angaben der Literatur 
(SCHMIDT, 1912, 1952; HIEPE, 1958; DÜRRWALD, 1993; LEBELT, 1995; RICHT et al., 
2000) überein. Die Tiere zeigten alle ähnliche Symptome: Abgeschlagenheit, zunehmende 
Somnolenz, einseitige Kopf-Hals-Schräghaltung, z. T. Hypersensibilität und Bewegungsstörungen 
wie Manegebewegung und Drangwandern. Bei dem Pferd S 487/00 waren die zentralnervösen 
Symptome mit starkem Fieber verbunden. Post mortem war die BD immunhistochemisch bei 
diesem Tier auszuschließen. Bei den übrigen 14 Pferden konnte in jedem Fall BDV-spezifisches 
Antigen im Gehirn immunhistochemisch nachgewiesen und somit die BD bestätigt werden.  
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Eine Alters- bzw. Rassendisposition war nicht festzustellen. Der Krankheitsverlauf und die 
Häufigkeit des Auftretens klinischer Symptome waren ähnlich wie in der Literatur beschrieben 
(SCHMIDT, 1912; ZWICK u. SEIFRIED, 1924; BECK u. FROHBÖSE, 1926; MATTHIAS, 
1954; HIEPE, 1958; HEINIG, 1964; BEHLERT, 1978; METZLER et al., 1979b, LUDWIG et 
al., 1985; GRABNER u. FISCHER, 1991; HERZOG et al., 1994). Allerdings zeigte die Stute 
S 574/00 einen eher atypischen, protrahierten Krankheitsverlauf mit zwischenzeitlichen Phasen 
der Besserung der klinischen Symptome. Die Genesung eines klinisch an BD erkrankten Pferdes, 
wie in der Literatur erwähnt (SCHMIDT, 1912; ZWICK, 1939; IHLENBURG, 1957; HIEPE, 
1958; DANNER, 1982; GRABNER u. FISCHER, 1991; BODE et al., 1994a), war jedoch bei 
den hier untersuchten Pferden nicht zu beobachten. 
 
5.2.2 SEROLOGISCHE BEFUNDE 
Weder im Serum noch im Liquor der an BD erkrankten Pferde konnten regelmäßig 
virusspezifische Ak mittels IIFT nachgewiesen werden. Der Antikörpernachweis gelang bei 8 von 
13 Tieren im Serum und bei 6 von 13 Tieren im Liquor. Diese mangelhafte Ausbildung von 
Antikörpern entspricht den Resultaten anderer Arbeiten (LUDWIG u. THEIN, 1977; 
METZLER, 1979b; LEE, 1989; GRABNER u. FISCHER, 1991; DÜRRWALD, 1993). Trotz 
vorheriger Behandlung der Seren mit Schweineleberpulver war wegen der unspezifischen 
Anlagerung unverdünnter Seren an die antigenhaltigen Zellen eine exakte Begutachtung erst ab 
der Verdünnung 1:5 möglich. Im Gegensatz zu den Angaben der zuvor erwähnten Autoren 
waren die Antikörpertiter im Liquor nicht höher, sondern überwiegend etwas niedriger als im 
Serum. Auch der Anteil der seropositiven Tiere erhöhte sich nach der Untersuchung der 
Liquores nicht wie von GRABNER u. FISCHER (1991) sowie DÜRRWALD (1993) berichtet. 
Bei zwei Pferden (S 415/99 und S 1063/99) konnten Ak nur im Serum, aber nicht im Liquor 
nachgewiesen werden. Obwohl diese Ergebnisse auf den ersten Blick widersprüchlich erscheinen, 
stellen sie sicherlich nicht die Feststellung in Frage, dass bei der BDV-Infektion eine lokale 
Antikörperbildung im Gehirn stattfindet. LUDWIG et al. (1977) konnten durch intravenöse 
Injektion von Evans-Blau bzw. 125I-markierten Kaninchenglobulinen nachweisen, dass die Blut-
Hirn-Schranke beim an BD erkrankten Kaninchen intakt bleibt. Die bei Pferd und Kaninchen 
nachgewiesenen Liquorantikörper sind also nur von einigen wenigen Zellklonen lokal im Gehirn 
produzierte Immunglobuline, sogenannte oligoklonale Immunglobuline (LUDWIG et al., 1977; 
LUDWIG u. THEIN, 1977), wie sie auch bei der Infektion des ZNS mit Mumps-, Masern-, 
Herpes- und FSME-Viren beim Menschen vorkommen (VANDVIK u. NORRBY, 1973; 
SKÖLDENBERG et al., 1976; FREYDEN et al., 1978; FELGENHAUER et al., 1982). Nach 
elektrophoretischer Auftrennung sind in der sonst diffusen Region der polyklonalen Immun-
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globuline nur einzelne scharf begrenzte Banden als oligoklonale IgG-Fraktion sichtbar 
(FELGENHAUER, 1988). Auch DESCHL et al. (1990) und HATALSKI et al. (1998) konnten 
eine lokale IgG-Produktion in Gehirnen infizierter Ratten zeigen, ohne dass eine Zerstörung der 
Blut-Hirn-Schranke festzustellen war. Diese Befunde unterstreichen, dass im ZNS eine lokale 
Antikörperproduktion stattfindet. 
 
5.2.3 VERTEILUNG DES ERREGERS IM INFIZIERTEN ORGANISMUS 
Im Spätstadium der BDV-Infektion breitet sich das Virus wahrscheinlich über einen 
anterograden axonalen Transport zentrifugal aus, so dass virale Marker in den peripheren Nerven 
aller Gewebe und Organe nachweisbar werden.  
In den Gehirnen natürlich oder experimentell infizierter Tiere ist BDV-Antigen i.d.R. nach-
weisbar. Es gibt bis jetzt allerdings nur wenige Informationen über die Nachweisrate BDV-
spezifischen Antigens in den peripheren Organen natürlich infizierter Tiere (SAUDER et al., 
2002). In experimentell mit BDV-infizierten neugeborenen Ratten und in adulten, aber immun-
supprimierten Ratten, waren BDV-Antigene sowohl im peripheren, autonomen Nervensystem als 
auch in nichtneuralen peripheren Geweben detektierbar (HERZOG et al., 1984; STITZ et al., 
1991, 1998). Dagegen konnte der Nachweis von BDV-Antigen in peripheren Organen adulter 
infizierter, jedoch immunkompetenter Ratten in einigen früheren Studien nicht erbracht werden 
(HERZOG et al., 1984; STITZ et al., 1991), während es anderen Gruppen gelang, BDV-
spezifisches Antigen in peripheren Nerven und Nervenfasern oder Ganglienzellen des 
autonomen Nervensystems in nahezu allen untersuchten Geweben darzustellen (CARBONE et 
al., 1987; STITZ et al., 1998). Eine Erklärung für die Diskrepanzen dieser Studien könnte im 
Zeitpunkt der Euthanasie der Ratten liegen. So fanden STITZ et al. (1998) BDV-spezifisches 
Antigen in peripheren Nerven erst 21 d post infectionem. 
Zum Virusnachweis in Gehirnen klinisch an BD erkrankter Tiere (Pferde, Esel, Schafe) konnten 
mit der Methode der RT-PCR in allen Fällen virale RNA detektiert werden. Bisher existieren nur 
wenige Informationen über die Detektionsrate BDV-spezifischer RNA in Gehirnen, die mit der 
ISH untersucht wurden (BILZER et al., 1996; HERDEN et al., 1999). In einer Untersuchung 
konnten in allen Gehirnen (n = 17) erkrankter Pferde BDV-spezifische RNA nachgewiesen 
werden (SAUDER et al., 2002). Obwohl die Methode dort eine hohe Zuverlässigkeit aufwies, ist 
die ISH im allgemeinen weniger sensitiv als die RT-PCR.  
 
Hinsichtlich der Virusausbreitung im Organismus wurden im Rahmen dieser Arbeit die Organe 
von sieben Pferden untersucht. Die ausgewählten Pferde unterschieden sich z. T. in ihrer 
klinischen Symptomatik, der Krankheitsdauer und der serologischen Parameter. So zeigten zwei 
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Tiere einen eher perakuten bis akuten Krankheitsverlauf (S 527/00, S 732/00), Ak waren jedoch 
in Liquor und Serum vorhanden. Bei vier Pferden (S 498/99, S 210/00, S 227/00, S 611/00) 
wurde mit einer Krankheitsdauer von über 6-15 Tagen die typische BD beobachtet, wobei bei 
zwei Pferden keine Ak nachgewiesen werden konnten (S 210/00, S 227/00). Die trächtige Stute 
S 574/00 zeigte dagegen einen langanhaltenden protrahierten Verlauf über mehrere Monate mit 
Phasen der Besserung. Ak konnten in niedrigen Titern über lange Zeit in Serum und Liquor 
nachgewiesen werden. Die Organe des abgestorbenen Fohlens dieser Stute wurden teilweise 
ebenfalls in die Untersuchungen aufgenommen.  
Bei allen Pferden konnte unter Nutzung des Primerpaares p40s/as im Gehirn BDV-spezifische 
RNA nachgewiesen werden. Dies stimmt mit den Untersuchungsergebnissen von SHANKAR et 
al. (1992) und SIERRA-HONIGMANN et al. (1993) bei experimentell infizierten Ratten sowie 
von ZIMMERMANN et al. (1994b), BILZER et al. (1995), LEBELT u. HAGENAU (1996) und 
KATZ et al. (1998) bei natürlich infizierten Tieren (Pferde, Esel, Schafe) überein, die ebenfalls 
bei allen an BD erkrankten Tieren virale RNA im Gehirn mittels RT-PCR fanden. Es gibt aber 
auch zwei Studien, in denen nur 80% der untersuchten Gehirnproben in der RT-PCR positiv 
waren (HERZOG et al., 1994; HERDEN et al., 1999). Vermutlich ist der fehlende RNA-
Nachweis in einigen Fällen durch die postmortale Degradation der RNA bedingt – ein Problem, 
welches häufig bei der Untersuchung natürlicher Krankheitsfälle auftritt. Betrachtet man nun die 
verschiedenen Gehirnregionen, so ist festzustellen, dass in Übereinstimmung mit der ungleich-
mäßigen Verteilung von BDV-Antigenen auch BDV-spezifische RNA in allen untersuchten 
Gehirnregionen nur selten gefunden wird – abgesehen von Hippocampus und Cortex cerebri, in 
denen bei allen untersuchten Pferden BDV-RNA nachzuweisen war. Mit Ausnahme der tragen-
den Stute (S 574/00) zeigten alle 6 Pferde auch in den anderen Regionen, wie Bulbus olfactorius, 
Cerebellum und Medulla oblongata, positive Signale nach der RT-PCR bzw. nach der nested 
PCR. Diese Ergebnisse decken sich mit den Angaben der Literatur, nach denen nur im 
Hippocampus BDV-RNA in 100 % der Fälle nachgewiesen werden konnte (ZIMMERMANN et 
al., 1994b; BILZER et al., 1995; LEBELT u. HAGENAU, 1996). Die Beobachtung, dass das 
BDV als ein evolutionär vergleichsweise altes Pathogen vorzugsweise im limbischen System 
persistiert, wurde schon zu Beginn des 20. Jahrhunderts angestellt (JOEST u. DEGEN, 1909, 
1911). Das limbische System umfasst die entwicklungsgeschichtlich alten Teile des Endhirns und 
die davon abstammenden subkortikalen Strukturen, die beidseitig und symmetrisch um den 
Hirnstamm angeordnet sind. Es ist maßgeblich an der Steuerung von emotionalen Verhaltens-
weisen, Orientierungs- und Aufmerksamkeitsreaktionen sowie Lernprozessen beteiligt. 
GOSZTONYI u. LUDWIG (1995) stellten eine spezifische Verteilung von BDV-Antigenen im 
Hippocampus fest, welche stark mit exzitatorischen Neurotransmittersystemen korreliert, wie 
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z. B. mit Glutamat. Pharmakologische Studien mit experimentell infizierten Ratten konnten auch 
eine Beeinflussung anderer Neurotransmittersysteme durch die BDV-Infektion nachweisen 
(SOLBRIG et al., 1996). So könnte die BDV-induzierte Abnahme von Dopamin-Rezeptor-
bindungsstellen die bei der BD beobachtbare Hyperaktivität erklären. Trotz der Präferenz des 
BDV für das limbische System bleibt die Virusausbreitung nicht darauf beschränkt. Vielmehr 
verteilt sich das Virus diffus über das gesamte ZNS (DE LA TORRE, 2002). Nur bei der Stute 
S 574/00 wurde im Bulbus olfactorius, dem Cerebellum und in der Medulla oblongata keine 
BDV-spezifische RNA nachgewiesen. Auch BDV-Ag war in diesen Regionen immunhistologisch 
nicht nachweisbar. Es muss jedoch berücksichtigt werden, dass zur Untersuchung nur begrenzt 
Probenmaterial einer Hemisphäre zur Verfügung stand. Über die Möglichkeit einer asym-
metrischen Erregerverteilung weisen aber die Ergebnisse von ZIMMERMANN et al. (1994b) 
und LEBELT u. HAGENAU (1996) hin. Da dieses Pferd allerdings auch einen für die BD eher 
untypischen Krankheitsverlauf über mehrere Monate zeigte, könnten die Befunde auch auf eine 
individuell differenzierte Reaktion des Wirtstieres gegenüber dem Erreger zurückzuführen sein. 
Bei experimentell infizierten Ratten verhält sich die Stärke der entzündlichen Veränderungen im 
Gehirn immer entsprechend dem Gehalt an BDV-spezifischen Antigenen. Während der akuten 
Krankheitsphase sind die größten Antigenmengen im Gehirn nachweisbar. Ab ca. dem 30. Tag 
p.i. nimmt bei den Ratten, welche das chronische Krankheitsstadium erreichen, der Gehalt an 
BDV-Antigen im Gehirn stark ab und ist nach dem 360. Tag p.i. nicht mehr nachweisbar 
(KOMPTER, 1987). Entsprechend verhält es sich mit dem Auftreten entzündlicher 
Veränderungen. Auch bei natürlich infizierten Pferden stellten GOSZTONYI u. LUDWIG 
(1984) fest, dass die entzündlichen Reaktionen streng der Antigenverteilung im Gehirn folgen. 
Eine Ausbreitung der Infektion auf die Augen konnte wie bei experimentell infizierten 
Kaninchen (KREY et al., 1979, 1982, RISCH-LAASCH, 1981), Ratten (HIRANO et al., 1983; 
NARAYAN et al., 1983a, b; KACZA et al., 2000) und Rhesusaffen (STITZ et al., 1980; KREY et 
al., 1982) auch bei natürlich infizierten Pferden beobachtet werden. Es wurden der Nervus 
opticus im Bereich des Chiasma opticum und bei zwei Pferden auch die Retina untersucht. Das 
Vorhandensein des Erregers im N. opticus konnte durch den Nachweis viraler RNA bei allen 
untersuchten Pferden festgestellt werden. Bei vier der sechs untersuchten Pferde konnte der 
positive RNA-Nachweis mittels ISH visualisiert und durch den Ag-Nachweis in der IHC gestützt 
werden. In der Netzhaut der Pferde S 611/00 und S 732/00 konnte virale RNA nach der RT-
PCR nachgewiesen werden. Positive Hybridisierungssignale fanden sich vor allen Dingen in den 
Opticusganglienzellen (2. Neuron). BDV-Ag konnte darüber hinaus auch in der inneren 
Körnerschicht (1. Neuron) detektiert werden.  
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Außerhalb des ZNS war virale RNA vereinzelt in der Harnblasenwand, Tränen- und 
Ohrspeicheldrüse, Herz, Lunge, Leber, Milz, Niere und in den Tonsillen nachzuweisen, jedoch 
zumeist nur mittels nested RT-PCR, was einerseits einen geringen RNA-Gehalt vermuten lässt. 
Andererseits waren aufgrund von Bindegewebs- und Muskelfasern die Gewebe z. T. von sehr 
fester Konsistenz, was eine vollständige Homogenisierung schwierig machte, so dass bei der 
Isolierung von einer geringeren RNA-Ausbeute als z. B. bei leicht homogenisierbaren Gehirn-
proben auszugehen ist. BDV-spezifische RNA konnte auch von anderen Arbeitsgruppen z. B. in 
der Ohrspeicheldrüse, der Nasenschleimhaut (Riechepithel), der Netzhaut, der Leber, Niere, 
Lunge, im Herzen und in den Eierstöcken in Abhängigkeit vom untersuchten Gewebe mit 
unterschiedlicher Prävalenz nachgewiesen werden (ZIMMERMANN et al., 1994b; LEBELT und 
HAGENAU, 1996; BILZER et al., 1996).  
Die PCR-Befunde sagen jedoch nichts darüber aus, ob von der Infektion nur die innervierenden 
Nervenendigungen oder auch die Parenchymzellen der Organe betroffen waren. Dass trotz 
positiver PCR-Befunde bis auf eine Ausnahme (S 227/00, Herz; s. Anhang 6) kein Antigen bzw. 
kein infektiöses Virus in den Organen nachgewiesen werden konnte, weist darauf hin, dass 
vornehmlich Nervenendigungen infiziert waren. Die Methode der ISH zeigte gegenüber der PCR 
eine geringere Sensitivität und führte in peripheren Geweben ebenfalls zu durchweg negativen 
Ergebnissen. Bemerkenswerterweise gelang SHANKAR et al. (1992) und STITZ et al. (1998) 
BDV-RNA-Nachweise auch in verschiedenen peripheren Organen BDV-infizierter immunkom-
petenter adulter Ratten. Sie beschränken sich allerdings auf die peripheren Nerven des autono-
men Nervensystems, was wahrscheinlich auch bei natürlich infizierten Tieren der Fall sein wird.  
 
 
5.3 UNTERSUCHUNGEN ZUR EPIZOOTIOLOGIE BEI KLINISCH UNAUF-
FÄLLIGEN PFERDEN AUS DEM ENDEMIEGEBIET 
 
Wie aus den Untersuchungen BD erkrankter Pferde (siehe 5.2) und aus den Kranken-
akten der Medizinischen Tierklinik hervorgeht, stammen die meisten Erkrankungsfälle aus dem 
Saale-Unstrut-Gebiet. Nach den Ergebnissen der Voruntersuchung, in welcher der Status präsens 
der Tiere hinsichtlich einer BDV-Infektion festgestellt worden war, wurden unter Berück-
sichtigung der BDV-Vergangenheit der Bestände 17 gesunde Pferde aus insgesamt acht Be-
ständen für Verlaufsuntersuchungen ausgewählt.  
 
5.3.1 INTRA VITAM DIAGNOSTIK 
Die Pferde wurden in regelmäßigen Abständen über einen Zeitraum von 14 Monaten 
(Februar 2002-April 2003) nach der Erhebung epizootiologischer Daten vor Ort klinisch 
untersucht. Im Labor erfolgten Blut- und Harnuntersuchungen sowie die virologischen Unter-
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suchungen. Letztere umfassten die Analysen der Proben mit verschiedenen Testsystemen auf das 
Vorhandensein BDV-spezifischer Ak, Ag, Immunkomplexe und viraler RNA (siehe Anhang 8). 
Bis heute besteht kein Konsens über einen standardisierten Test zum Antikörpernachweis. 
Jedoch erwies sich in einem von Laboratorien in Deutschland und Österreich durchgeführten 
Ringversuch der IIFT als zuverlässigstes Verfahren (NÜBLING et al., 1999) und wurde deshalb 
in dieser Arbeit angewandt. Um zu unspezifischen Reaktionen führende Serumkomponenten zu 
adsorbieren, wurden die Seren mit Schweineleberpulver vorbehandelt. Die Untersuchungen er-
gaben bis auf zwei Ausnahmen durchweg negative Ergebnisse. Eine BDV-spezifische Fluor-
eszenz wurde lediglich beim Pferd Nr. 13 in der Blutprobe vom Mai 2002, sowie beim Pferd 
Nr. 31 im März 2003 (zur Zeit der klinischen Erkrankung) in sehr niedrigen Titerstufen (1:10 
bzw. 1:5) beobachtet. Aufgrund der im IIFT auch bei erkrankten Pferden festgestellten niedrigen 
Ak-Titer wurde auf Basis der rekombinanten Proteine p40 und p24 eine sensitivere ELISA-
Methode (Ak-ELISA rP) im Rahmen dieser Arbeit entwickelt. Beide Proteine stellen die Haupt-
immunkomponenten des BDV dar (LUDWIG u. THEIN, 1977; LUDWIG u. BODE, 2000). 
Mit diesem ELISA werden aufgrund geringer Hintergrundfluoreszenz bereits ab einer 
Serumverdünnung von 1:20 eindeutige und reproduzierbare, also zeit- und ortsunabhängig 
wiederholbare Ergebnisse erzielt. Bei der Untersuchung von Seren an BD erkrankter Pferde 
zeigte der Ak-ELISA rP eine gute Übereinstimmung zu den mit dem IIFT erzielten Ergebnissen 
(siehe Anhang 3). In der vorliegenden Langzeituntersuchung klinisch unauffälliger Pferde ergab 
sich mit ihm eine durchschnittliche Seroprävalenz von 26,6 %. Die Titer waren im Allgemeinen 
niedrig und bewegten sich zwischen 1:20 und 1:80. Ein Titeranstieg wurde im Frühsommer 
beobachtet, als Seren in den Verdünnungen 1:40 bis 1:160 reaktiv waren. Auch in den beiden im 
IIFT positiven Proben der Pferde Nr. 13 und 31 konnten BDV-spezifische Ak mit Titern von 
1:40 bzw. 1:20 nachgewiesen werden. Zur weiteren Abklärung wurden alle Seren zusätzlich noch 
mit dem von der Berliner Arbeitsgruppe etablierten Doppel-Sandwich-ELISA (Ak-ELISA RKI) 
untersucht, der insbesondere für die Detektion niedrigtitriger Humanseren entwickelt worden 
war (BODE et al., 2001; BODE u. LUDWIG, 2003). Erfahrungsgemäß werden mit dieser 
Methode reproduzierbare Ergebnisse ab einer Serumverdünnung von 1:100 erhalten (L. Bode, 
persönliche Mitteilung). Bei der Untersuchung von Seren nachweislich an BD erkrankter Pferde 
zeigte der Test jedoch keine Übereinstimmung zu den mit dem IIFT erzielten Ergebnissen (siehe 
Anhang 3, Korrelationskoeffizient -0,05). In den Pferdebeständen klinisch unauffälliger Pferde 
ergab sich mit dem Ak-ELISA RKI eine durchschnittliche Seroprävalenz von 34%. Auch bei 
diesem Test waren die nachgewiesenen Ak-Titer meist niedrig zwischen 1:100 bis 1:200. Ein 
Titeranstieg bis 1:3200 war ebenfalls in den Sommermonaten zu beobachten. Zu dieser Zeit 
wurden auch die meisten positiven BDV-spezifischen RNA-Nachweise im Blut geführt. 
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Bei dem Vergleich beider zur Anwendung gekommenen ELISA-Systeme zum Nachweis BDV-
spezifischer Ak ist sowohl bezüglich der Reagenten als auch der beobachteten Titerhöhen nur 
eine begrenzte Übereinstimmung der Messergebnisse zu sehen. Mitunter kann sogar eine negative 
Korrelation beobachtet werden. Beispielsweise sinkt bei Einsatz des Ak-ELISAs rP bei Pferd 
Nr. 30 der Ak-Spiegel im Juni bis September 2002 unter die Nachweisgrenze. Doch gerade in 
diesem Zeitraum, in welchem auch der IIFT negative Ergebnisse erzielt, wurden mit dem Ak-
ELISA RKI hochtitrig Ak in diesem Serum nachgewiesen. Selbst Seren, die im Ak-ELISA RKI 
Titer von 1:1600 (Pferd Nr. 48, August 2002) und 1:3200 (Pferd Nr. 30, August 2002) erreichen, 
bleiben im Ak-ELISA rP und auch im IIFT negativ. Dagegen zeigen die beiden im IIFT und im 
Ak-ELISA rP reaktiven Seren (Nr. 13, Mai 2002, und Nr. 31, April 2003) in dem Ak-ELISA RKI 
keine spezifische Reaktion. 
Der IIFT wird derzeit als zuverlässigster Test zum Ak-Nachweis betrachtet (DÜRRWALD, 
1993; NÜBLING et al., 1999; STAEHELI et al., 2000). Mit dem Ak-ELISA rP wurde bei der 
Untersuchung an BD erkrankter Pferde eine positive Korrelation zum IIFT aufgezeigt. Die 
Ergebnisse deuten sogar auf eine höhere Sensitivität des Ak-ELISA rP hin, da die ermittelten Ak-
Titer 1-2 Stufen über den im IIFT festgestellten Titern lagen. Deshalb ist es auch nicht 
verwunderlich, dass die meisten Seren klinisch gesunder Pferde zwar reaktiv im Ak-ELISA rP 
jedoch negativ im IIFT sind. Im Gegensatz dazu konnte mit dem Ak-ELISA RKI weder bei der 
Untersuchung BD erkrankter Pferde noch bei der Untersuchung klinisch gesunder Pferde eine 
Übereinstimmung zu den Ergebnissen des IIFT oder des Ak-ELISA rP festgestellt werden. 
Derartige Diskrepanzen geben einen Hinweis auf mangelhafte Spezifität dieses ELISA-Tests, wie 
bei solch sensitiven Methoden häufig beobachtet (SAUDER et al., 2002). Doch gerade die Frage 
der Testspezifität ist kaum zu klären aufgrund der niedrigen BDV-Ak-Titer und des Fehlens 
definierter positiver bzw. negativer Referenzseren. In weiteren Studien könnte man die Isolierung 
derart reaktiver Immunglobuline aus hochtitrigen Pferdeseren und deren weitere Charakteri-
sierung mit Hilfe biochemischer Methoden anstreben. Aufgrund der angesprochenen Probleme 
ist die Bedeutung des Ak-Nachweises im Blut von Menschen und klinisch unauffälligen Tieren 
umstritten. Einige Wissenschaftler sehen darin einen starken Hinweis für eine BDV-Infektion 
(BODE et al., 1992; BECHTER et al., 1992). Auch die Ergebnisse dieser Arbeit scheinen auf 
einen Zusammenhang zwischen Ak-Nachweis und einer BDV-Infektion hinzudeuten. Insbe-
sondere sei hier das später an BD erkrankte Pferd Nr. 31 zu nennen, bei welchem während des 
gesamten Untersuchungszeitraumes mit dem Ak-ELISA rP Ak in niedrigen Titern nachgewiesen 
werden konnten. In den meisten Fällen bleibt es jedoch unklar, ob der Nachweis reaktiver Ak 
einerseits auf eine persistente oder auf eine frühere Infektion mit BDV hinweist, oder ob auf der 
anderen Seite diese Ak falsch-positive Ergebnisse darstellen wie z. B. kreuzreagierende Ak, 
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welche ursprünglich gegen ein anderes Pathogen bzw. gegen zelluläre Proteine gerichtet sind 
(SAUDER et al., 2002).  
Trotz der widersprüchlichen Befunde war mit beiden ELISA-Systemen ein Anstieg der Ak-Titer 
in den Frühsommer- und Sommermonaten zu erkennen, was bezeichnend ist für das saisonale 
Auftreten der Erkrankungsfälle bei Pferden (WÖRZ, 1858; SCHMIDT, 1912, 1952; LUDWIG et 
al., 1985; GRABNER u. FISCHER, 1991; DÜRRWALD u. LUDWIG, 1997; RICHT et al., 
2000). Beide Testverfahren erreichen in den Beständen eine durchschnittliche Seroprävalenz von 
ca. 30%. Ähnlich hohe Prävalenzen (33%; 415 positiv von 1259) bei gesunden Tieren aus BD-
Beständen wurden auch für größere Stichproben bestätigt (HERZOG et al., 1994). Andere 
Studien erreichten in derartigen Beständen sogar erheblich höhere Prozentsätze von 30-50% 
(BODE u. LUDWIG, 1997; RICHT et al., 2000). In nichtendemischen Gebieten Deutschlands 
wurden bei einer großen Stichprobe von Pferdeseren (10.000 über mehrere Jahre) etwa 12% 
positive Tiere ermittelt (LANGE et al., 1987; HERZOG et al., 1994). 
Latente Infektionen von Pferden sind nicht auf Deutschland beschränkt. So wurden BDV-
spezifische Ak in klinisch gesunden Tieren außerdem in Österreich, Schweden, Bangladesch, 
China, den USA, im Iran und in Japan nachgewiesen. Eine Übersicht der jeweils festgestellten 
Prävalenzen findet sich in der Tabelle 12. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 12: Nachweis BDV-spezifischer Antikörper in klinisch gesunden Pferden in 
verschiedenen Gebieten außerhalb Deutschlands. 
Seroprävalenz %
(Anzahl reaktiv/ges.)
USA       8.8 (26/295) Serum WB KAO et al., 1993
16.7 (5/30) CSF WB KAO et al., 1993
    2.7 (8/295) Serum IIFT KAO et al., 1993
   0    (0/30) CSF IIFT KAO et al., 1993
 26.3 (15/57) Serum WB NAKAMURA et al., 1995
Japan 16.7 (9/54) Serum ELISA, WB TAKAHASHI et al., 1997
 17.8 (16/90) Serum ECLIA YAMAGUCHI et al., 1999
   26.9 (35/130) Serum ECLIA INOUE et al., 2002
Iran  18.1 (13/72) Serum WB BAHMANI et al., 1996
Österreich     2.0 (2/100) Serum IIFT
Schweden  24.5 (13/53) Serum ELISA BERG et al., 1999
Bangladesch  23.0 (11/48) Serum ECLIA KHAN et al., 2000
China  75.0 (15/20) Serum ELISA, WB HAGIWARA et al., 2001
Türkei    25.0 (82/323) Serum ELISA YILMAZ et al., 2002
WEISSENBÖCK et al., 
1998b
Land Probe Methode Referenz
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Die vorliegende Arbeit folgt dem Ziel, in weiteren Untersuchungen eine Beziehung der Mess-
ergebnisse zu anderen Infektionsmarkern herzustellen. BODE et al. (2001) stellten das 
Vorkommen von BDV-Antigenen (gebunden an PBMCs und frei im Plasma) und von 
zirkulierenden Immunkomplexen (CIC) als aussagekräftigste Infektionsmarker heraus. Zum 
Nachweis freier Plasma-Antigene bzw. von CICs wurden ebenfalls von der Berliner Arbeits-
gruppe entwickelte ELISA-Systeme angewandt. Der CIC-ELISA RKI liefert reproduzierbare 
Ergebnisse ab einer Serumverdünnung von 1:20. Die durchschnittlich nachgewiesene Prävalenz 
zirkulierender Immunkomplexe in den untersuchten Beständen lag bei 41%. Dabei zeigte sich 
eine starke Korrelation zu dem AK-ELISA RKI: zum Zeitpunkt der höchsten Ak-Titer (in den 
Sommermonaten) wurden auch die höchsten CIC-Titer (bis 1:2560) erreicht. Gleichzeitig blieb 
freies Plasma-Ag immer nachweisbar. Solches Plasma-Ag wurde mit reproduzierbaren Ergebnis-
sen ab einer Serumverdünnung von 1:2 mit einer durchschnittlichen Prävalenz von 56,9% nach-
gewiesen. Die Ergebnisse der drei von der Berliner Arbeitsgruppe etablierten ELISA-Methoden 
zeigen eine hohe Übereinstimmung hinsichtlich der Titerverläufe. Werden mit dem Ak-ELISA 
RKI hohe Ak-Titer gemessen, sind in der Regel auch die CIC- und Ag-Titer hoch (Bsp. Pferd 
Nr. 30). Die Deutung dieser Daten gestaltet sich allerdings schwierig, würde man doch hohe 
Immunkomplexspiegel zu Zeiten niedriger bzw. fehlender Antikörpernachweise erwarten. 
BODE et al. (2001) untersuchten mit diesen Tests Seren psychiatrischer Patienten. Sie stellten 
niedrige CIC-Titer zusammen mit einer niedrigen Nachweisrate und -menge freier Antigene als 
Charakteristikum für latente subklinische Infektionen heraus. Außerdem konnten sie eine Korre-
lation hoher CIC- und Ag-Titer zu klinischen Symptomen beobachten. Derartige Verhältnisse 
sind bei der in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchung klinisch gesunder Pferde aus einem 
Borna-Endemiegebiet nicht festzustellen, so dass sich auch hier wieder die Frage nach der Test-
spezifität stellt.  
Die gesammelten Daten verdeutlichen viel mehr die Schwierigkeiten der Ergebnisinterpretation 
in der intra vitam Diagnostik. Die Stute Nr. 31 erkrankte im März 2003 mit typischen klinischen 
Symptomen. Post mortem konnte die BD sowohl über immunhistochemischen Nachweis BDV-
spezifischer Antigene als auch über den Nachweis viraler RNA im Gehirn eindeutig bestätigt 
werden. Auch infektiöses Virus war zu isolieren. In den Blutuntersuchungen während der zwölf 
Monate vor Krankheitsbeginn verhielt sich das Tier relativ unauffällig in allen Parametern. Ak 
waren im Ak-ELISA rP in niedrigen Titern von 1:20 bis 1:80 über den gesamten Zeitraum 
nachweisbar. Auffällige Daten lieferte die Blutentnahme im November 2002 mit einem plötz-
lichen Ag-Anstieg auf 1:512 und dem Nachweis von Ak und CIC. Schon zwei Monate später war 
dagegen kein freies Ag mehr nachweisbar, so dass man eine Superinfektion im November ver-
muten könnte, die schließlich zum Krankheitsausbruch führte. So gelang es z. B. HAUSMANN 
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et al. (1999), eine Enzephalitis mit neurologischen Symptomen durch die periphere Inokulation 
von rekombinantem BDV p40 in persistent infizierten Mäusen auszulösen. Jedoch sind derartige 
Aussagen rein spekulativ, lässt sich doch ein genereller Zusammenhang zwischen hohen Ag-
Spiegeln und dem Auftreten klinischer Symptome nicht herstellen. So zeigt das Tier Nr. 48 
höchste Ag-Titer von 1:2048 zusammen mit hohen Ak- und CIC-Nachweisen. Auch p40-
spezifische RNA konnte bei diesem Pferd wiederholt im Blut detektiert werden. Trotzdem waren 
während des gesamten Untersuchungszeitraumes keine klinischen Symptome feststellbar. Auch 
die Stute Nr. 30, welche in der Nachbarbox zu dem erkrankten Pferd Nr. 31 stand, oder auch die 
Pferde Nr. 25 und 26 erwiesen sich als sehr reaktiv in den Blutuntersuchungen. Eine Aussage zur 
Krankheitswahrscheinlichkeit kann allerdings aufgrund dieser Parameter nicht getroffen werden. 
Im Gegensatz zu den doch häufig recht hohen Seroprävalenzen zeigt selbst in endemischen 
Gebieten nur eine äußerst geringe Anzahl von Pferden typische klinische Symptome. RICHT et 
al. (2000) stellten bei 72 % der untersuchten Pferdebestände die BD nur bei Einzeltieren fest, 
obwohl die Prävalenz BDV-spezifischer Ak bei ca. 50% lag. Wiederholte Ausbrüche der BD 
beobachteten sie bei 28% der Bestände, wobei der Zeitraum zwischen den Ausbrüchen von zwei 
Monaten bis zu einigen Jahren reichte. Es gibt derzeit keine Erklärung für diese Diskrepanz 
zwischen hoher Seroprävalenz und niedriger Erkrankungsrate. Vermutlich wird die Krankheits-
entstehung von verschiedenen Faktoren wie der genetischen Disposition, der physiologischen 
Kondition, des Alters und Immunstatus des Wirts und von dem pathogenetischen Potential des 
Virus beeinflusst (RICHT u. ROTT, 2001). 
 
5.3.2 ERREGERAUSSCHEIDUNG UND -ÜBERTRAGUNG, INFEKTIONSMODUS 
Seit bewiesen wurde, dass die BD der Pferde durch ein Virus hervorgerufen wird, sind 
zahlreiche epizootiologische Untersuchungen durchgeführt worden mit dem Ziel, die natürlichen 
Infektionsmodi und -wege sowie die Häufung der Krankheit in bestimmten Endemiegebieten 
aufzuklären (HIEPE, 1958). Experimentell wurde der intranasale Infektionsweg bereits in den 
fünfziger Jahren als zu 70-80% erfolgreich beim Kaninchen und zu 30% bei Schafen gezeigt 
(MATTHIAS, 1955). Spätere tierexperimentelle Studien, vor allem mit Kaninchen und Ratten 
(HERZOG et al., 1984; MORALES et al., 1988; SIERRA-HONIGMANN et al., 1993), 
bestätigten, dass der intranasale Infektionsweg mit ähnlicher Effizienz eingesetzt werden kann 
wie die (in der Natur nicht vorkommende) intracerebrale Infektion (LUDWIG et al., 1985), 
wobei das Virus über den Bulbus olfactorius ins Gehirn gelangt (MORALES et al., 1988; 
NOWOTNY u. KOLODZIEJEK, 2000). Es wurde vermutet, dass das Virus auch auf diesem 
Wege, d. h. über Nasensekret des infizierten Wirts, wieder an die Außenwelt gelangt. Diese 
zentrifugale Viruswanderung über neurale Bahnen in periphere Organe mit anschließender 
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Erregerausscheidung entspricht den Verhältnissen bei der Tollwut. Das Tollwutvirus, welches 
zusammen mit dem BDV der gleichen Ordnung angehört, erreicht auf diese Weise die 
Speicheldrüsen, wird in die Drüsenzellen aufgenommen, repliziert sich in diesen und wird 
anschließend im Speichel ausgeschieden (MURPHY et al., 1973; MURPHY, 1977). 
 
In natürlich infizierten Pferden konnte zwar in einer Untersuchung von 1987 kein infektiöses 
BDV im Nasensekret nachgewiesen werden (LANGE et al., 1987), jedoch waren spätere Unter-
suchungen mit molekularbiologischen Methoden dahingehend erfolgreich, virale RNA in 
Konjunktival- und Nasensekreten sowie im Speichel erkrankter Pferde zu detektieren (HERZOG 
et al., 1994; RICHT et al., 1993, 1994; BECHT u. RICHT, 1996; LEBELT u. HAGENAU, 
1996). Die Frage, ob inapparent infizierte Pferde BDV auch ausscheiden, wurde in dieser Arbeit 
zu klären versucht, indem Tupferproben mit Speichel, Nasen- und Konjunktivalflüssigkeit von 
drei Pferden über die Dauer eines Jahres hinweg in regelmäßigen Abständen auf virale RNA 
untersucht worden sind. Bei allen drei Pferden konnte mindestens einmal aus einer Region virale 
RNA isoliert werden. Alle positiven Befunde waren jedoch erst mittels nested RT-PCR zu 
erheben, was auf eine geringe Erregerkonzentration hinweist. CZECH-SCHMIDT (1993) konnte 
exemplarisch bei intracerebral infizierten Kaninchen zeigen, dass infektiöses Virus fast zwei 
Wochen vor Krankheitsbeginn, ab dem 10. Tag nach Infektion, kontinuierlich in Speichel und 
Nasensekret ausgeschieden wird und ab dem 21. Tag auch mit der Tränenflüssigkeit. Diese 
Sekrete stellen somit eine potentielle Infektionsquelle dar, auch wenn die Virustiter niedrig sind 
(102 FFU/ml). 
 
Durch den Nachweis virusspezifischer RNA sowie des BDV-Antigens in der Harnblasenwand 
und in der Niere natürlich infizierter Tiere (BODE et al., 1994b; LEBELT, 1995) kann auch eine 
Ausscheidung des Virus über den Harn nicht ausgeschlossen werden. Über die Möglichkeit der 
BDV-Übertragung über den Harn diskutierten bereits ZWICK et al. (1932) vor über 70 Jahren. 
Auch bei anderen RNA-Viren wie dem Seoul Hantavirus und dem Lassa-Virus wird eine 
Virusübertragung via Harn beobachtet (KARIWA et al., 1998; MC CORMICK u. FISHER-
HOCH, 2002). Das Tollwutvirus als ein Vertreter der NNS-RNA-Viren breitet sich ebenfalls 
intraaxonal über den gesamten Organismus aus, so dass Urinproben zur Diagnostik der 
Tollwuterkrankung des Menschen herangezogen werden können (WACHARAPLUESADEE u. 
HEMACHUDHA, 2001). 
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Auch bei den untersuchten Harnproben in dieser Arbeit von durchschnittlich 17 klinisch 
gesunden Pferden aus dem Borna-Endemiegebiet war wiederholt BDV-spezifische RNA 
detektierbar Im Vergleich zu anderen Beprobungszeitpunkten konnte im Mai 2002 ein 
signifikanter Anstieg der viralen RNA-Nachweise festgestellt werden. Dieser Anstieg war sowohl 
bei p24 als auch bei p40 zu beobachten, obwohl nur bei zwei Pferden (Nr. 24 und Nr. 32) der 
Nachweis beider Sequenzen gelang. Eine Kontamination der Proben ist auszuschließen, da die 
Harnproben aller Entnahmezeitpunkte eines Pferdes gesammelt und schließlich zusammen 
isoliert und über nested RT-PCR untersucht wurden. Die Harnproben wurden also „tierweise“ 
und nicht „monatsweise“ abgearbeitet. Diese Methode der Aufarbeitung ermöglicht darüber 
hinaus eine bessere Aussage über die jahreszeitlichen Schwankungen einer möglichen Virus-
ausscheidung über den Harn, da alle Proben eines Tieres unter den gleichen Isolier- und PCR-
Bedingungen untersucht wurden. Außerdem wurden positive Ergebnisse nur bei der Durch-
führung der reversen Transkription erreicht, was Kontaminationen mit DNA ausschließt. Eine 
Häufung positiver viraler RNA-Nachweise kann demnach auch im Harn v. a. in den Sommer-
monaten Mai bis September festgestellt werden, was wiederum mit dem saisonalen Auftreten der 
BD übereinstimmt. Im September 2002 war bei fünf Pferden die p40-kodierende Sequenz nach 
der nested PCR nachweisbar. Die Sequenzierung der p40-nested-PCR-Produkte lässt eine 
Clusterbildung erkennen, da sich die Septemberproben in sechs Nukleotiden (2,3 %) von den 
Maiproben unterscheiden. Da die positiven Maiproben allerdings von anderen Pferden stammen 
als die positiven Septemberproben, ist ein direkter Vergleich nicht möglich. Trotzdem könnten 
diese Daten auf eine Superinfektion mit einem weiteren BDV im August/September 2002 
hinweisen. Allerdings haben jüngste Studien in experimentell infizierten Ratten und in Zell-
kulturen ergeben, dass BDV-infizierte Zellen resistent sind für eine Superinfektion mit dem 
gleichen oder einem ähnlichen Virus (FORMELLA et al., 2000; GEIB et al., 2003). Die Autoren 
beobachteten, dass die Expression der BDV-Proteine p24, p40 und p10 als Komponenten des 
Nukleokapsids humane Zellen resistent für einen erneuten Kontakt mit BDV machten, allerdings 
nicht für andere RNA-Viren. Sie schlussfolgerten, dass bei Vorliegen eines bestimmten stöchio-
metrischen Verhältnisses der Nukleokapsidkomponenten des BDV die Polymeraseaktivität ein-
dringender Viren blockiert wird.  
Die Sequenzanalysen der p24- und p40-spezifischen RNA, isoliert sowohl aus Blut- und 
Harnproben verschiedener Pferde als auch aus dem Gehirn des erkrankten Pferdes Nr. 31, 
ergaben hohe Homologien in den genannten Abschnitten. Die geringen Sequenzunterschiede 
unterstreichen somit die ungewöhnlich hohe genetische Stabilität des BDV-Genoms gegenüber 
der Variabilität anderer einzelsträngiger RNA-Viren, für die Mutationsraten von 10-3 bis 10-4 je 
Replikationszyklus angegeben werden (HOLLAND et al., 1982). Eine mögliche Erklärung für die 
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geringe Austauschrate wäre, dass das BDV nicht unter dem Selektionsdruck des Wirts-
immunsystems oder anderer veränderlicher Umweltbedingungen steht und somit eine Anpassung 
durch Veränderung nicht notwendig ist. Andererseits könnte die geringe Variabilität auch als 
Zeichen für eine enge Struktur-Wirkungsbeziehung bei den Proteinen p24 und p40 gesehen 
werden. FORMELLA et al. (2000) führen die hohe Stabilität des BDV-Genoms auf die o. g. 
Resistenz BDV-infizierter Zellen gegenüber Superinfektionen zurück. Über einen hohen Grad 
der genetischen Übereinstimmung verschiedener BDV-Isolate innerhalb eines bestimmten 
geographischen Gebietes berichten KOLODZIEJEK et al. (2005). Dabei spielte es keine Rolle, 
aus welcher Tierart oder in welchem Jahr die Viren isoliert wurden. Die Autoren konnten durch 
phylogenetische Analysen der verschiedenen BDV-Isolate mindestens sechs geographische 
Cluster in und um Deutschland identifizieren und führen diese territorialen Clusterbildungen auf 
lokal begrenzte Virusreservoire zurück.  
 
Bei persistent mit BDV infizierten neugeborenen Ratten ist neben der Virusausbreitung in 
extraneurale Gewebe auch die Virusausscheidung mit Se- und Exkreten festzustellen (HERZOG 
et al., 1984; MORALES et al., 1988). So konnten MORALES et al. (1988) bei der Untersuchung 
von Tränenflüssigkeit, Speichel und Harn Virus in Mengen von 102 – 104 TCID50/ml nachweisen. 
Interessanterweise erkrankten die diesen infektiösen Ausscheidungen ausgesetzten Muttertiere. 
Bereits 1963 berichtete NITZSCHKE, dass vier von neun Ratten, welche zusammen mit 
sogenannten Carrier-Tieren gehalten wurden, nach vier bis acht Wochen erkrankten. SAUDER u. 
STAEHELI (2003) gelang kürzlich ebenfalls der Nachweis infektiösen Virus aus Harnproben 
persistent infizierter neugeborener Ratten, während der Versuch der Virusisolierung aus Speichel, 
Nasensekret und Kot dieser Tiere nicht erfolgreich war. In jener Studie führte eine gemeinsame 
Haltung gesunder Ratten mit den Carrier-Tieren für mindestens zwei Tagen in jedem Fall zu 
einer Infektion. BDV-infizierte Zellen wurden vor allem in den Regionen des olfaktorischen 
Cortex gefunden, von wo aus sich das Virus wahrscheinlich über anatomische Verbindungen 
(Fornix, Septum und ventrale Kommissur) in den Hippocampus ausbreitet. Eine Ansteckung 
über das olfaktorische Neuroepithel scheint demnach sehr wahrscheinlich zu sein.  
 
Bei den in dieser Arbeit untersuchten Pferdeharnproben mit positivem viralen RNA-Nachweis 
konnte kein infektiöses Virus detektiert werden. Die Ursachen dafür können vielseitig sein. 
Einerseits ist Harn an sich schon eine zelltoxische Flüssigkeit und die Ergebnisse sprechen dafür, 
dass die beimpften Zellkulturen trotz Verdünnung des Harns bereits so stark geschädigt wurden, 
dass eine Virusvermehrung nicht mehr möglich war. Andererseits weisen die molekular-
biologischen Ergebnisse auf eine sehr geringe Virusmenge im Harn hin. Der Vorversuch ergab 
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mit der Detektion von 10 Molekülen in vitro hergestellter RNA eine ausreichende Sensitivität der 
nested RT-PCR. Trotzdem konnte nur vereinzelt und erst nach Durchführung der nested PCR 
virale RNA nachgewiesen werden. Perspektivisch könnten in weitergehenden Untersuchungen 
größere Harnmengen ultrazentrifugiert werden, um so den negativen Effekt des Harns auf die 
Zellkulturen zu minimieren und eventuell vorhandene Viruspartikel zu konzentrieren. Pferdeharn 
stellt jedoch aufgrund seines hohen Muzingehaltes eine besondere Herausforderung für Unter-
sucher dar. Zumal fraglich bleibt, ob das Substrat Harn – selbst wenn infektiöse Viren darüber 
ausgeschieden werden – nicht einen negativen, destabilisierenden Effekt auf das BDV ausübt und 
damit zum Verlust der Infektiösität führt. SAUDER u. STAEHELI (2003) konnten nur aus sehr 
frischen Harnproben experimentell infizierter Ratten große Mengen infektiöser Viren isolieren. 
Sie stellten einen sehr schnellen Infektiösitätsverlust des BDV im Harn fest, so dass z. B. 
kontaminierte Einstreu nicht ausreicht, um die Erreger zu übertragen. Dagegen führte der direkte 
Kontakt gesunder Ratten mit infizierten Ratten bereits nach zwei Tagen in jedem Fall zu einer 
Infektion. 
 
Aus all den gesammelten Daten der Langzeituntersuchung klinisch gesunder Pferde eines Borna-
Endemiegebietes lassen sich folgende Schlussfolgerungen ziehen. Die wiederholt positiven 
viralen Genomnachweise in den Sekreten der Kopfschleimhäute und im Harn verweisen darauf, 
dass auch klinisch gesunde Pferde das BDV über diese Flüssigkeiten ausscheiden. In Verbindung 
mit den festgestellten hohen Sequenzhomologien müssen demnach die Tiere selbst – insbe-
sondere bei engem Kontakt untereinander über einen längeren Zeitraum – als potentielle An-
steckungsquellen betrachtet werden. Widersprüchliche Ergebnisse der Blutuntersuchungen 
hinsichtlich eines Ak-, Ag- und CIC-Nachweises spiegeln die geringe Spezifität der derzeit in 
Deutschland gebräuchlichen ELISA-Tests wider. Eine kritische Bewertung der Ergebnisse ist 
deshalb unbedingt erforderlich, zumal die Daten innerhalb des Untersuchungszeitraumes z. T. 
starken Schwankungen unterlagen. Eine solche Dynamik erschwert diagnostische Aussagen auf-
grund einer einmaligen Untersuchung insoweit, dass singular negative Ergebnisse nicht zwingend 
eine BDV-Infektion ausschließen, solange ein umfassender Infektionsmarker in der intra vitam 
Diagnostik noch nicht gefunden ist. Zwar kann durch den Nachweis reaktiver Ak mittels IIFT 
oder Ak-ELISA rP auf eine bestehende oder frühere BDV-Infektion geschlossen werden, derzeit 
gibt es aber selbst bei wiederholt positiven Ag-, CIC- oder Genomnachweisen in einer 
Verlaufsuntersuchung keine Hinweise auf mögliche Faktoren, die eine Erkrankung erkennen 
lassen. Deshalb ist zum jetzigen Zeitpunkt mit den bestehenden Labormethoden eine 
prognostische Aussage bei klinisch gesunden Pferden nicht möglich.  
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Die Bornasche Krankheit (Borna disease, BD) tritt natürlicherweise bei Pferden und 
Schafen auf. Infektionen mit dem Virus der BD (BDV) sind auch bei zahlreichen anderen 
Säuger- und Vogelarten bekannt, wobei diese – wie auch bei der Mehrzahl der infizierten Pferde 
und Schafe – zumeist klinisch inapparent verlaufen. Über mögliche Virusreservoire und die Art 
der Virusübertragung herrscht weitestgehend Unklarheit. Die bisher zur Verfügung stehenden 
Nachweismethoden sind lediglich in begrenztem Umfang und meist nur bei experimentell 
infizierten Tieren evaluiert. Unklar ist ferner, welchen Stellenwert die derzeit etablierten 
Nachweismethoden für die intra vitam Diagnostik natürlicher Infektionen haben. Mit diesen 
Fragen als auch mit Fragen nach der Virusausbreitung im infizierten Organismus und einer 
möglichen Erregerausscheidung beschäftigt sich die vorliegende Arbeit. 
In einer ersten Studie wurde eine Herde von ca. 25 natürlich infizierten Schafen, in der immer 
wieder BD beobachtet worden war, über einen Zeitraum von ca. drei Jahren untersucht. Es 
wurde beobachtet, dass BDV in klinisch unauffälligen Schafen bis zu zwei Jahren persistierte, 
wobei ein Anstieg der Titer humoraler Antikörper (Ak) bzw. der Häufigkeit von BDV-Genom-
nachweisen in Leukozyten vor allem im Frühjahr und im Sommer erfolgte. Ein Entfernen aller 
Ak- und RNA-positiven Tiere aus der Herde führte nicht zu einer reduzierten Prävalenz der 
BDV-Infektion im folgenden Jahr. Bei drei Ak-positiven Schafen war in einem Untersuchungs-
zeitraum von sechs Monaten das BDV-Genom nicht im Harn, aber wiederholt in Nasen- und 
Augenabstrichen sowie im Speichel nachweisbar. Sequenzanalysen ergaben keine höhere Über-
einstimmung der Sequenzen aus Schafisolaten untereinander als zu Isolaten, die von Pferden 
stammten. Für das BDV-p24-Gen wurden allerdings fünf Mutationen festgestellt, die nur in 
Schafisolaten vorkamen und bisher nicht bei Pferden gefunden wurden. 
In einer zweiten Studie wurde die klinische BD von Pferden untersucht. Alle erkrankten Pferde 
stammten aus einem Borna-Endemiegebiet und zeigten typische Symptome vorwiegend in der 
ersten Jahreshälfte. Virusspezifische Ak waren jedoch nicht regelmäßig nachweisbar. Post mortem 
konnte die BD allerdings bei 14 von 15 Pferden immunhistochemisch bestätigt werden. 
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Hinsichtlich der viralen Verteilung wurden die Organe von sieben Pferden analysiert. Neben dem 
Nachweis von BDV-Antigen (Ag) mittels Immunhistochemie (IHC) und dem RNA-Nachweis 
über RT-PCR wurde die Methode der nicht-radioaktiven in situ Hybridisierung (ISH) etabliert, 
um das BDV-Genom in einzelnen Zelltypen nachweisen zu können. Mittels nested RT-PCR war 
virale RNA nicht nur in den Gehirnen aller Pferde, sondern auch außerhalb des ZNS in zahl-
reichen Organen detektierbar. Aufgrund der geringeren Sensitivität der ISH und IHC gelang eine 
Identifizierung infizierter Zellen in den peripheren Organen jedoch nicht. 
In der dritten Studie wurde Blut und Harn von 17 klinisch unauffälligen Pferden aus acht BD-
Problembeständen über 14 Monate regelmäßig untersucht. Zum Ak-Nachweis wurde einerseits 
der als zuverlässig geltende indirekte Immunfluoreszenztest (IIFT) angewandt. Andererseits wur-
de ein sensitiverer ELISA auf Basis der rekombinanten Proteine p40 und p24 (Ak-ELISA rP) 
entwickelt, welcher in allen Untersuchungen eine gute Übereinstimmung zum IIFT zeigte. 
Außerdem kamen vom Robert Koch Institut (RKI) etablierte und in Deutschland bereits 
gebräuchliche ELISA-Systeme zum Nachweis BDV-spezifischer Ak, Ag und Immunkomplexe 
(CIC) zur Anwendung. Die Ergebnisse dieser Tests führten jedoch zu recht widersprüchlichen 
Befunden. Insbesondere der Ak-ELISA RKI zeigte keine oder sogar eine negative Korrelation zu 
den mit dem IIFT bzw. Ak-ELISA rP erzielten Ergebnissen. Mittels nested RT-PCR war in den 
Leukozyten wie auch in Nasen- und Augenabstrichen, im Speichel und im Harn der Pferde 
wiederholt p40- und p24-spezifische RNA detektierbar. Bei den Harnproben war dabei eine 
Häufung positiver RNA-Nachweise in den Monaten Mai und September zu beobachten. Eine 
Virusisolierung gelang jedoch nicht. Am Ende der Studie erkrankte ein Pferd an BD. Die zuvor 
bestimmten Blutparameter lieferten jedoch keine eindeutigen Hinweise auf eine Erkrankung. 
Alle Ergebnisse verdeutlichen den stark neurotropen Charakter des BDV. Eine Übertragung 
durch Tröpfcheninfektion erscheint wahrscheinlich. Die Virusausscheidung über den Harn ist 
nicht auszuschließen, wobei jedoch ein schneller Infektiositätsverlust des BDV im Harn zu ver-
muten ist. Die Titer BDV-spezifischer Ak, Ag und CIC zeigten im Beobachtungszeitraum eine 
große Schwankungsbreite. Eine solche Dynamik erschwert diagnostische Aussagen aufgrund 
einer einmaligen Untersuchung insoweit, dass singular negative Ergebnisse nicht zwingend eine 
BDV-Infektion ausschließen, solange ein umfassender Infektionsmarker noch nicht gefunden ist. 
Zwar kann durch den Nachweis reaktiver Ak mittels IIFT oder Ak-ELISA rP auf eine 
bestehende oder frühere BDV-Infektion geschlossen werden, derzeit gibt es aber selbst bei 
wiederholt positiven Ag-, CIC- oder Genomnachweisen in einer Verlaufsuntersuchung keine 
Hinweise auf mögliche Faktoren, die eine Erkrankung erkennen lassen. Deshalb ist zum jetzigen 
Zeitpunkt mit den bestehenden Labormethoden eine prognostische Aussage bei klinisch 
gesunden Pferden nicht möglich. 
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Borna disease (BD) is naturally observed in horses and sheep. But a lot of other species 
including mammals and birds can be infected with Borna disease virus (BDV). Regularly BDV 
infections remain clinical inapparent. Potential virus reservoirs and the way of virus transmission 
are actually unknown. Up to now evaluation of available diagnostic methods is just limited and 
mostly for experimental infected animals. Furthermore unclear is the status of present established 
methods for intra vitam diagnostic of natural infections. The current studies concern with these 
topics as well as with the way of viral spread in infected organism and a possible elimination of 
BDV. 
 
In a first part of this study a flock of approximately 25 sheep to which BD is endemic was 
investigated over a three year observation period. BDV persisted in asymptomatic sheep for up 
to two years. An increase of humoral antibody (Ab) titres and viral RNA was detected in spring 
and early summer. The removal of all Ab- and RNA-positive animals did not reduce the 
prevalence of BDV infections in the following year. The analysis of swab samples (conjunctival 
and nasal fluids, saliva) from three asymptomatic, seropositive animals over six months revealed 
the presence of viral RNA in these secretions, but not in urine. Viruses derived from sheep did 
not show a higher degree of similarity to each other than to horse-derived isolates. Sequence 
analysis revealed clustered nucleotide exchanges among sheep BDV p24 genomes, which differed 
at five positions from the clustered nucleotide exchanges seen in horse BDV p24 genomes. 
 
In a second part BDV infection of naturally infected horses with clinical symptoms was 
investigated. All diseased horses came from the present central endemic region of BD and show 
symptoms typical for BD preferentially within the first six month of a year. In serological 
investigations BDV specific antibodies were not detected regularly. But post mortem BD was 
immunohistochemically confirmed in 14 of 15 horses. Regarding the viral spread within infected 
organism, tissues of seven horses were analyzed. In addition to the detection of BDV specific 
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antigen (Ag) by immunohistochemistry (IHC) and RNA by RT-PCR, the method of in situ 
hybridization (ISH) was established to detect BDV-genome in single cells. So viral RNA was not 
only found in brains of all horses, but also outside the CNS in a lot of organs by nested RT-PCR. 
Due to low sensitivity, ISH and IHC were not successful in identification of infected cells in 
peripheral tissues.  
 
In a third part of this study 17 clinical healthy horses from eight stables which had problems with 
BD in the past were investigated over a period of 14 months. On the one hand the detection of 
Ab was performed by indirect immunofluorescence (IIFA), which is known to be the most 
reliable test. On the other hand an even more sensitive ELISA based on recombinant proteins 
p24 and p40 was developed (Ab-ELISA rP) showing a good accordance to IIFA at all 
investigations. Furthermore in Germany commonly used ELISA-systems were applied 
established by the Robert Koch Institute (RKI) for the detection of Ab, Ag and circulating 
immunocomplexes (CIC). But these assays result in inconsistent findings. Especially Ab-ELISA 
RKI shows no or a negative correlation to results of IIFA and Ab-ELISA rP. By nested RT-PCR 
p40- and p24-specific RNA was demonstrated repeatedly in leukocytes, swab samples of saliva, 
conjunctival and nasal fluids, and in urine. An increase of RNA-positive urine samples was 
observed in May and September. But virus isolation from this material was not successful. At the 
end of observation period one horse died on BD. However no clear indication to disease was 
recognized in blood parameters determined before.  
 
These results underline the strongly neurotrop character of BDV. Virus transmission most likely 
occurs by aerosols. An elimination of BDV by urine can not be excluded, but a rapidly loss of 
infectivity of BDV in urine is supposed. Titres of BDV-specific Ab, Ag and CIC fluctuated in a 
strong way during the observation period. Such dynamic complicates diagnostic statements based 
on a once-only investigation insofar as singular negative results do not exclude infection with 
BDV obligatory as long as a comprehensive infection marker is found not yet. Certainly the 
detection of reactive Ab by IIFA or Ab-ELISA rP indicates a persistent or previous BDV-
infection, but there are no indications to possible factors making disease recognizable even if Ag, 
CIC and RNA were repeatedly demonstrated in a follow-up study. Therefore currently a 
prognostic statement for clinically healthy horses is not possible with present methods. 
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Anhang 1  Lösungen, Puffer und Medien 
 I
LÖSUNGEN, PUFFER UND MEDIEN 
 
Die chemischen Grundstoffe wurden von den Firmen Carl Roth (Karlsruhe), Sigma 
(Taufkirchen), E. Merck (Darmstadt), Life Technologies (Eggenstein), Roche (Mannheim) oder 
Serva (Heidelberg) bezogen. 
 
Acrylamid/Bisacrylamid (50:0,8)   Blockierungsstammlösung (für ISH) 
Acrylamid   50 %   Blocking-Reagenz  10 g 
Bisacrylamid   0,8 %   Maleatpuffer   100 ml 
 
Acrylamid/Bisacrylamid (50:1,5)   BSA    2 % 
Acrylamid    50 % 
Bisacrylamid   1,5 %   Chloroform/Isoamylalkohol 
       Chloroform   98 % 
Acrylamid/Bisacrylamid (50:0,8)   Isoamylalkohol    2 % 
Acrylamid   50 % 
Bisacrylamid   0,8 %   Chloronaphtol-Substrat 
       4-Chlor-1-Naphtol  3 g/l 
Ampicillin   100 mg/ml  in Methanol 
 
Anodenpuffer I     Coomassie-Färbelösung 
Tris    300 mM  Propanol   25 % 
Methanol   20 %   Essigsäure   10 % 
       Coomassie Brilliant Blue   1 % 
Anodenpuffer II 
Tris    25 mM   DMEM 
Methanol   20 % 
       DNA-Ladepuffer, 10x 
Anti-DAB (Lösung zur Neutralisation von DAB) Bromphenolblau  0,25 % 
KMnO4   3 %   Glycerol   50 % 
Na2CO3   2 %   in TAE 
 
Aqua-Rotiphenol     dNTP-Mix 
wassergesättigtes Phenol, pH 4,5 - 5,0   dATP    2,5 µM 
       dCTP    2,5 µM 
Bicarbonatpuffer     dGTP    2,5 µM 
Na2CO3   0,159 %  dTTP    2,5 µM 
NaN3    0,293 % 
NaHCO3   0,020 %  Denhardts Lösung (50x) 
pH 9,6       PVP    1 % 
       BSA    1 % 
Bindungsspuffer     Ficoll 400   1 % 
Natriumphosphat    10 mM 
NaCl    250 mM  Dextransulfat   50 % 
 
Blockierungspuffer (ELISA)    EDTA    0,5 M 
Milchpulver   5 %   pH 8,0 
in PBS           0,25 M 
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 II
Elutionspuffer      Lämmli-Probenpuffer 
Tris/HCL, pH 8,0  100 mM  Harnstoff (8 M)  50 % 
NaCl    500 mM  Spacer-Gel-Puffer  20 % 
EDTA        5 mM  Glycerol   20 % 
       SDS      2 % 
Entfärber      b-Mercaptoethanol    2 % 
Propanol   5 %   Bromphenolblau  0,02 % 
Essigsäure   7 % 
       LB-Agar 
Ethanol   absolut   Agar    1 % 
    96 %   in LB-Medium 
    70 %  
    50 %   LB-Medium 
    25 %   Casein, hydrolysiert  1 % 
       NaCl    1 % 
Ethidiumbromid  10 mg/ml  Hefeextrakt   0,5 % 
 
FB-Puffer      Lösung 1 (Resuspensionspuffer) 
Kaliumchlorid   100 mM  RNase A   100 µg/ml 
Kalziumchlorid    50 mM  Glucose   50 mM 
Glycerol     10 %   Tris    25 mM 
Kaliumacetatlösung, pH 7,5   10 mM  EDTA    10 mM 
       pH 8,0 
Fixierlösung 
Propanol   25 %   Lösung 2 (Lysispuffer) 
Essigsäure   10 %   NaOH    200 mM 
       SDS    1 % 
Formalin-Lösung 
Formaldehyd   5 %   Lösung 3 (Neutralisationspuffer) 
       Natriumacetat   3 M 
Glasmilch   50 %   Eisessig   11,5 % 
Silica (Sigma S5631)     pH 4,8 
gewaschen mit konzentrierter Salpeter- 
säure, Überstand nach 30 min. Sedimen-  Lösung D (für RNA-Isolierung) 
tation.       b-Mercaptoethanol  0,72 % 
       in GTC-Stammlösung 
GTC-Stammlösung 
Guanidinthiocyanat  4 M   Maleatpuffer 
Natriumcitrat (pH 7,0) 25 mM   Maleinsäure   100 mM 
Sarcosyllaurinat  0,5 %   NaCl    150 mM 
       pH 7,5 
Heringssperma-DNA  10 mg/ml 
in Puffer 4      Natriumacetat   3 M 
       pH 5,6 
IPTG    100 mM 
       NBT/BCIP-Substratlösung 
Isopropanol      NBT/BCIP-Stammlösung 0,2 ml 
       Puffer 3   10 ml 
Kathodenpuffer 
Tris    25 mM   Natriumiodid-Lösung 
6-Aminocapronsäure  40 mM   NaI    6 M 
Methanol   20 %   Na2O3S   40 mM 
Anhang 1  Lösungen, Puffer und Medien 
 III
New-Wash-Puffer     Rotihistol 
Ethanol   50 %   Xylol-Ersatz 
Tris/HCl, Ph 7,5  10 mM 
NaCl    10 mM   Sonifizierungspuffer 
EDTA      1 mM   Tris/HCl (pH 7,8)  10 mM 
       KH2PO4   50 mM 
PBS       NaCl    300 mM 
NaCl    136,9 mM  b-Mercaptoethanol  10 mM 
Na2HPO4       8,1 mM   
KCl        2,7 mM  Spacergel-Puffer 
KH2PO4       1,5 mM  Tris    300 mM 
pH 7,2       pH 6,7 mit H3PO4 einstellen 
        
PBS-T       SSC, 20x 
Tween 20   0,05 %   NaCl    3 M 
in PBS       Natriumcitrat   0,34 M 
       pH 7,4 
Penicillin/Streptomycin 
Penicillin   10.000 IU/ml  Stoplösung (RKI-ELISA) 
Streptomycin   10.000 UG/ml  Natriumhydroxid  3 M 
        
pNPP-Substratpuffer     TAE, 50x 
p-Nitrophenylphosphat 1 mg/ml  Tris    2 M 
Diethanolamin   1 M   Eisessig   5,7 % 
pH 9,8 unter Zusatz von MgCl2 0,5 mM  EDTA    100 mM 
       pH 8,5 
Puffer 1 (2x) (für ISH)      
Tris/HCl (pH 7,4)  200 mM  TBS (10x) 
NaCl    300 mM  Tris(hydroxylmethyl)-  6,06 % 
       aminomethan 
Puffer 2 (für ISH)     NaCl    8 % 
Blockierungsstammlösung 10 %   pH 7,6 
in Maleatpuffer      
       TBS-Tween 
Puffer 3 (für ISH)     Tris 
Tris/HCl (pH 9,5)  100 mM  NaCl    20 mM 
NaCl    100 mM  Tween 20   0,05 % 
MgCl2      50 mM  pH 8,0 
        
Puffer 4 (für ISH)     Triton X-100   10 % 
Tris/HCl (pH 7,5)  10 mM    
EDTA      1 mM   Trypsin in Versen-Puffer 
       NaCl    136,9 mM 
Proteinase K-Puffer     EDTA        0,5 mM 
Tris/HCl    50 mM   KCl        2,7 mM 
pH 7,6       Na2HPO4       8,1 mM 
       KH2PO4       1,5 mM 
Resolving-Puffer     Trypsin       0,3 % 
Tris    1,5 M    
HCl    0,5 M   Waschlösung (RKI-ELISA) 
       NaCl    0,9 % 
       Tween 20   0,05 % 
 IV
Ak-ELISA rP - Ausschluss von Kreuzreaktionen
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Beschichtung mit p24+p40 Beschichtung mit E.coli-Proteinen Beschichtung mit VP4 des APV
Anhang 2: Etablierung eines ELISAs zum Nachweis BDV-spezifischer Antikörper auf Basis 
der rekombinanten Proteine p24 und p40 (Ak-ELISA rP) 
 
Optische Dichte (OD) verschiedener Pferdeseren bei einer Verdünnung von 1:20. 
Proben 3-35 stammen von gesunden Pferden aus dem Saale-Unstrut-Gebiet (s. 4.4; Blutentnah-
me im April 2002); die restlichen Proben waren von erkrankten Pferden; das Pferd „Nelke“ ist 
ein gesundes Klinikpferd  (vgl. Anhang 3). 
 
Pferd OD405 nm  Pferd OD405 nm 
3 0,040 ± 0,000 28 0,027 ± 0,004 
9 0,085 ±0,004 30 0,126 ± 0,008 
10 0,088 ± 0,019 31 0,287 ± 0,007 
13 0,199 ± 0,033 32 0,113 ±0,007 
16 0,144 ± 0,009 35 0,043 ± 0,001 
17 0,056 ± 0,001 420 med 96 0,695 ± 0,034 
18 0,042 ± 0,004 158 med 97 0,160 ± 0,026 
22 0,054 ± 0,028 S 574/00 0,287 ± 0,004 
24 0,501 ± 0,133 S 732/00 0,684 ± 0,022 
25 0,303 ± 0,037 S 317/01 0,568 ± 0,012 
26 0,088 ± 0,001 V 140/01 0,648 ± 0,044 
27 0,018 ± 0,002 Nelke 0,018 ± 0,025 
    
Berechnung des cut-off:      OD d. Negativkontrolle (Nelke) + 4-fache Standardabweichung 
                                                        0,018                   +                4*0,025        =    0,118 
    
 
Ausschluss von Kreuzreaktionen der Seren mit E.coli-Proteinen oder dem His-tag als 
Bestandteile der rekombinanten Proteine. 
Eine mit dem Expressionsplasmid pQE-32 transformierte E.coli-Kolonie, die kein Insert (p24 o. 
p40) enthielt, wurde angezüchtet, mit IPTG induziert, nach 4 Stunden abzentrifugiert, sonifiziert 
und über den QiaExpress Type ATG Kit aufgereinigt. Um den Einfluss des His-tags zu analy-
sieren, wurde ein fremdes rekombinantes Protein – das VP4 des Aviären Polyomavirus – genutzt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1     2     3    4     5     6    7     8     9 
SDS-PAGE (12,5 %), Coomassie-
Färbung. (1) sonifizierte Bakterien 
nach Induktion. (2) ungebundene 
Proteine. (3) Waschen mit 20 mM 
Imidazol. (4) Eluat bei 125 mM, 250 
mM (5), 500 mM (6) und 875 mM 
(7) Imidazol. (8) Molekulargewichts-
marker. (9) rekombi-nantes VP4 des 
APV (c=0,6 mg/ml). 
Zur Beschichtung wurde das Eluat bei 125 mM Imidazol 
bzw. 5 µg/ml VP4 eingesetzt: 
Keines der im BDV-spezifischen Ak-ELISA reagieren-
den Pferdeseren zeigte eine Kreuzreaktivität zu den 
E.coli-Antigenen oder zum VP4 des Kontrollvirus. 
 V
Pferd IIFT Ak-ELISA rP Ak-ELISA RKI Ag-ELISA CIC-ELISA
420 med 96 1:20 >1:320 - - -
158 med 97 1:20 1:20 1:100 - -
S 574/00 1:20 1:80 - 1:128 1:80
S 732/00 1:160 1:320 1:200 1:128 1:640
1:10 1:40 - - -
1:40 1:80 - - -
1:160 1:160 - - -
V 140/01 1:320 1:160 - 1:8 1:40
V 130/02 1:10 1:40 - - -
156 med 02 1:160 1:80 - - -
V 195/02 1:20 1:20 1:400 1:128 1:1280
1 - - - - -
6 1:10 1:160 - 1:4 1:160
7 - - - 1:32 >1:160
15 - 1:40 1:100 >1:16 >1:160
24 - 1:40 - 1:64 >1:160
25 1:20 1:160 1:400 >1:64 >1:160
40 1:10 1:160 1:200 >1:16 >1:160
41 - 1:40 1:100 >1:16 1:80
D7 1:20 1:160 - - -
D9 - - - - -
V 19/00 - - - - 1:20
V 1/01 - - - - -
Nelke - - - - -
Korrelation der Ak-ELISA-Systeme zum IIFT (Korrelationskoeffizient)
erkrankte Pferde mit bestätigter BD
S 317/01
Pferde aus Frankreich mit BD-Verdacht
Pferde ohne BD-Verdacht
0,45
Ak-ELISA rP Ak-ELISA RKI
-0,05
Anhang 3: Validierung des entwickelten ELISAs auf Basis rekombinanter Proteine zum 
Nachweis BDV-spezifischer Antikörper in Pferdeseren (Ak-ELISA rP). 
 Die erhaltenen Ergebnisse wurden mit den Ergebnissen anderer Testmethoden 
wie dem indirekten Immunfluoreszenztest (IIFT) und anderer – vom Robert 
Koch Institut entwickelter ELISA-Systeme – verglichen (s. 4.1.3.6). 
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Anhang 9: Vergleich der Sequenzen p24-spezifischer nested RT-PCR-Produkte aus Se-
und Exkreten klinisch unauffälliger Pferde aus dem Saale-Unstrut-Gebiet sowohl mit den 
Pferdereferenzstämmen Strain V und He/80, als auch mit dem Isolat aus dem Gehirn des an 
BD erkrankten Pferdes Nr. 31.
C C T G T C C G C C C T C C A A G T G G A A A C C Majority
10 20
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 Harn 22-5
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 Harn 24-5
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 Harn 30-5
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 Harn 30-6
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 Harn 30-7
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 Harn 31-5
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 Harn 31-8
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 Harn 32-5
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 Harn 35-7
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 PBMC 32-5
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 Nase 28-5
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 Nase 28-6
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 Nase 3-04
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 Nase 3-9
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 BV-MDCK
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 Brain 31
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 He-80
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 Strain V
A T C C A G A C A G C T C A G C G G T G C G A C C Majority
30 40 50
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  26 Harn 22-5
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  26 Harn 24-5
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  26 Harn 30-5
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  26 Harn 30-6
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  26 Harn 30-7
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  26 Harn 31-5
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  26 Harn 31-8
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  26 Harn 32-5
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